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1.1 Das maligne Melanom 
Das maligne Melanom (MM), welches erstmalig 1787 beschrieben wurde, ist ein von den 
pigmentbildenden Zellen (Melanozyten) der Haut, seltener der Schleimhaut, der Aderhaut 
und der Hirnhäute ausgehender neuroektodermaler Tumor mit lymphogener und 
hämatogener Metastasierung. Es stellt die aggressivste aller Hautkrebserkrankungen dar. 
Die Metastasierung dieses Tumors erfolgt in der Haut lokal, mit Satelliten um den 
Primärtumor oder auf dem Weg zu den regionalen Lymphknoten (In-Transit-Metastasen). 
Fernmetastasen werden meist in der Haut, der Lunge, der Leber sowie im Gehirn und 
Knochen gebildet. Die Stadieneinteilung der Erkrankung erfolgt nach klinischen 
(Metastasierung) und histologischen (Tumordicke) Kriterien. Die Stadien I a bis II b sind 
durch eine Tumordicke von 0,75 mm bis 4 mm oder größer und fehlende Metastasierung 
charakterisiert. Zum Stadium III a gehören Tumoren, die Satelliten-Metastasen und In-
Transit-Metastasen in Lymphknoten bilden, während Stadium IV durch die Bildung von 
Organmetastasen charakterisiert ist. Zur Therapie dieser Erkrankung gehören in erster Linie 
die chirurgische Exzision und bei Metastasierung Chemo- und Immuntherapie. Je nach 
klinischem Stadium,  Lokalisation und Geschlecht beträgt die Zehn-Jahres-Überlebensrate je 
nach Tumordicke im Stadium Ia-IIb 97%-28%, im Stadium IIIa/b 28-19% und im Stadium IV 
3%.  
 
Langzeitanalysen zeigen, dass die Neuerkrankungen seit 1973 mit einer Steigerungsrate von 
3%-7% jährlich schneller zunehmen als andere Tumorerkrankungen (Ries et al, 1991; 
Diepgen et al., 2002). Die Verdopplungsrate der Neuerkrankungen liegt mit 10-20 Jahren 
sehr hoch, wobei das Auftreten stark vom Hauttypus und der geographischen Zone abhängt. 
Während in Australien 50 Neuerkrankungen pro Jahr pro 100 000 Einwohner beschrieben 
werden, liegt die Inzidenz der Neuerkrankungen in USA bei 13 und in Nordeuropa bei 5 
Neuerkrankungen pro Jahr pro 100 000 Einwohner (Diepgen et al., 2002). Die betroffenen 
Altersgruppen sind verglichen mit anderen Tumorarten relativ jung. Ungefähr 50% der MM 
kommen in Individuen unter 50 Jahren und 30% in Individuen unter 45 Jahren vor (Jemal et 
al., 2001).  
 
Die Ätiologie des Melanoms ist multifaktoriell. Das Risiko für das Auftreten einer 
Melanomerkrankung erhöht sich bei häufigem familiären Vorkommen, bei bestehenden  
kongenitalen Nävi, erhöhter Anzahl und Grösse der Nävi, bei Vorkommen von 
dysplastischen Nävi und übermäßiger UV-Licht Exposition in der Kindheit (Whiteman et al, 
2001; Gilchrest et al., 1999). Von Familien mit einer hohen Melanominzidenz konnten Gene 
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isoliert werden, die eine Prädisposition für ein malignes Melanom kodieren (Halachmi et al, 
2001; Koh et al, 1993). Bis jetzt wurden keine viralen Komponenten oder chemische 
Karzinogene in der Ätiologie des Melanoms beim Menschen identifiziert.  
 
1.2 Die anti-Tumor Immunantwort 
Von zentraler Bedeutung ist die Frage nach der Rolle der Immunabwehr bei der 
Tumorigenese. Es gibt viele Hinweise darauf, dass ein intaktes Immunsystem der 
Tumorentstehung entgegenwirken kann. Klinische, histologische sowie ex vivo zellulär-
immunologische Untersuchungen lassen darauf schließen, dass zumindest zeitweise eine 
intensive Auseinandersetzung zwischen Immunsystem und Tumor stattfindet. 
Im Gegensatz dazu wird bei Transplantationspatienten, die eine immunsuppressive Therapie 
erhalten, ein Anstieg der Hautkrebsrate von 7% nach einjähriger Therapie auf 45% nach 11 
Jahren und schließlich auf 70% nach 20 Jahren Therapie beobachtet (Bouwes Bavinck et al., 
1996; McCann et al., 1999). Weiterhin wurden beim malignen Melanom spontane 
Metastasen-Regressionen, die auf aktivierte T-Lymphozyten zurückzuführen waren, 
beschrieben. Die Behandlung von Melanompatienten mit in vitro aktivierten Tumor-
spezifischen T-Lymphozyten führte in vereinzelten Fällen zur Reduktion der Tumormasse 
(Rosenberg et al., 1994). Ebenso führten die im Laufe der letzten Jahre entwickelten und 
eingesetzten Immuntherapien in vereinzelten Fällen zu positiven Therapieergebnissen 
(Salgaller et al., 1996; Nestle et al., 1998; Marchand et al., 1999; Jäger et al., 2002).   
 
Bei verschiedenen Tumorentitäten, so z. B. beim Melanom und beim Nierenzellkarzinom, 
sind Tumor-infiltrierende T-Lymphozyten (TIL) vorhanden und in diesen Infiltraten spezifische 
T-Zellen gegen Tumor-assoziierte Antigene identifiziert worden. Tumorspezifische 
zytotoxische T-Lymphozyten (CTL - engl.: cytotoxic T lymphocyte) bilden die 
Haupteffektorzellen bei der Immunantwort gegen Tumoren. Die Induktion und Aktivierung 
dieser auch als CD8+ T-Lymphozyten bezeichneten Zellen ist für die Etablierung von 
Immuntherapien von großer Bedeutung. (Wang et al, 2001 ; Jäger et al., 2001) 
 
1.2.1 Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten 
Die Induktion von CTLs ist ein komplexer Vorgang, bei dem drei unterschiedliche Zelltypen 
miteinander interagieren müssen: Antigen-präsentierende Zelle (APC - engl.: antigen 
presenting cell), CD4+ T-Helfer-Lymphozyt (TH) und CTL-Vorläuferzellen (pCTL - engl.: 
precursor CTL).  
Sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Lymphozyten erkennen ihr Antigen nicht in löslicher Form, 
wie dies bei B-Lymphozyten der Fall ist, sondern nur im Kontext mit MHC-Molekülen (engl.: 
major histocompatibility complex) auf anderen Zellen. Für die spezifische Aktivierung der T-
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Zellen ist die Erkennung des MHC-Peptid-Komplexes durch den T-Zell-Rezeptor (TCR – 
engl.: T cell receptor) notwendig. Während MHC-I-Moleküle auf allen kernhaltigen 
Körperzellen exprimiert werden, verfügen APCs sowohl über MHC-I-Moleküle, die Antigene 
an CD8+ T-Zellen präsentieren können, als auch über MHC-II-Moleküle, deren präsentierte 
Antigene von CD4+ T-Zellen erkannt werden. Professionelle Antigen-präsentierende 
Eigenschaften zeigen die Makrophagen (MF), die B-Zellen und die dendritischen Zellen (DC 
- engl.: dendritic cell). Auf der Oberfläche dieser Zellen befinden sich kostimulatorische 
Moleküle wie CD80 und CD86, die mit entsprechenden Liganden (CD28) auf den T-Zellen in 
Kontakt treten und zusammen mit dem TCR-MHC-Peptid-Komplex eine Aktivierung dieser 
Zellen induzieren. (Carreno et al., 2002; Slavik et al., 1999; Schultze et al., 1996).   
Die Auslösung eines Aktivierungssignals in der T-Zelle ist von Faktoren wie Antigendichte, 
der Anzahl der kostimulatorischen Moleküle auf der APC und der Anzahl der TCR-Moleküle 
auf der T-Zelle abhängig. In mehreren Untersuchungen wurde gezeigt, dass eine hohe 
Anzahl kostimulatorischer Moleküle die Auslösung eines Aktivierungssignals in der T-Zelle 
auch bei geringer TCR-Anzahl bewirkt (Bachmann et al., 1996; Grossman et al., 1996; 
Waldrop et al., 1998).  
 
Die T-Helfer-Lymphozyten sind nach Aktivierung in der Lage, in Abhängigkeit von ihrem 
Zytokinprofil, die Immunreaktion in eine CTL-vermittelte oder eine humorale (Antikörper-
vermittelte) Richtung zu dirigieren. Sie werden anhand der von ihnen sezernierten Zytokine 
in TH1- und TH2-Zellen eingeteilt. TH1-Zellen produzieren vor allem die pro-inflammatorischen 
Zytokine Interleukin-2 (IL-2), Interferon-g (IFNg) und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), 
wodurch die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von CTLs unterstützt wird. Anti-
inflammatorische Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 und Transforming Growth 
Factor b (TGF-b) werden von den TH2-Zellen sezerniert. Durch diese Zytokine werden vor 
allem B-Zellen aktiviert und CTLs, insbesondere durch IL-10 und TGF-b, inhibiert. Da IFNg 
und IL-4 entgegengesetzte Effekte zeigen, wird für die Einteilung von TH1- und TH2-Zellen 
vor allem die Expression dieser beiden Zytokine herangezogen. Jedoch trifft diese Einteilung 
auf dem Einzelzellniveau nicht immer zu, da einige TH-Zellen beiden Gruppen zuzuordnen 
sind (Bucy et al., 1994; Assenmacher et al., 1994). Zumindest in vitro konnte gezeigt werden, 
dass IFNg-produzierende TH1-Zellen nach Stimulation mit IL-4 in der Lage sind, IL-10 zu 
produzieren und die Expression von IFNg einzustellen (Assenmacher et al., 1998).  
 
Bei der Polarisierung der TH-Antwort nimmt die APC durch Sekretion bestimmter Zytokine 
einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung der Immunantwort. MF und DC können 
IL-12 produzieren und damit die Differenzierung in TH1-Zellen fördern (Hsieh et al., 1993). B-
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Zellen hingegen sezernieren IL-4 und lenken damit die Entwicklung der TH-Zellen in Richtung 
einer TH2-Antwort. Durch Sekretion von IL-18 sind B-Zellen aber auch in der Lage, TH1-
Zellen und damit auch eine CTL-Antwort zu induzieren. Die Effekte von IL-12 und IL-18 sind 
ähnlich (Kishida et al., 2001), sie wirken indirekt über die TH-Zellen auf die Induktion von 
CTLs (Germann et al., 1993; Yanagida et al., 1994; Mortarini et al., 2000).  
Der Einfluss von IL-12 auf die Entwicklung der TH-Zellen dominiert zumindest in vitro über 
den von IL-4, wobei IL-12 die Expression von IFNg durch die TH-Zellen stark erhöht (Seder et 
al., 1993). Die Qualität der TH-Antwort wird zusätzlich von der Antigendichte auf der APC 
beeinflusst (Constant et al., 1995; DiMolfetto et al., 1998). Eine TH2-Antwort wird durch eine 
hohe Antigendichte auf der APC,  welche die Produktion von IL-4 induziert und die von IFNg 
erniedrigt, begünstigt. Eine geringere Antigendichte hat den umgekehrten Effekt und leitet 
eine TH1-Antwort ein.  
 
Für die Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten aus CTL-Vorläuferzellen (pCTL - engl.: 
precursor CTL) sind drei verschiedene Signale notwendig: a) eine Antigen-spezifische 
Stimulation des T-Zell-Rezeptors nach Erkennung eines Peptid-MHC-Komplexes, b) ein Ko-
stimulatotrisches Signal vermittelt durch die CD28-CD80/CD86 Interaktion, sowie c) ein 
Signal, welches über die Interaktion von IL-2 mit dem IL-2 Rezeptor (IL-2R) induziert wird. 
Dies führt zur Proliferation und zur Differenzierung der Antigen-aktivierten pCTL zu einer 
Effektor-CTL. Nicht-aktivierte pCTLs produzieren kein IL-2 oder IL-2R, proliferieren nicht und 
zeigen keine zytotoxische Aktivität. 
Die Aktivierung über ein Antigen induziert in der pCTL die Expression des IL-2R und die 
Produktion geringer IL-2-Mengen. Generell wird für die Differenzierung und Proliferation der 
Zelle zusätzliches IL-2 benötigt. Antigen-aktivierte, proliferierende TH1-Zellen produzieren 
große Mengen an IL-2 und liefern somit „Hilfe“ für die Induktion von CTLs. Der genaue 
Mechanismus der Aktivierung ist jedoch noch nicht geklärt. Von der Antigen-präsentierenden 
Zelle werden sowohl den TH-Zellen als auch den CTL die jeweils spezifischen Antigene im 
Komplex mit MHC-II- bzw. MHC-I-Molekülen präsentiert. Bisher wurde angenommen, dass 
beide T-Zellen simultan an die APC binden müssen und die TH-Zellen, durch die Produktion 
von IL-2 und IFNg,  die CTL über die räumliche Nähe aktivieren (Stuhler & Walden, 1993). 
Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass die APC durch den Kontakt mit der TH-Zelle 
über CD40-40L „aktiviert“ wird und in diesem Zustand die CTL ohne den gleichzeitigen 
Kontakt mit einer TH-Zelle aktivieren kann (Ridge et al., 1998; Schoenberger et al., 1998; 
Bennett et al., 1998). Die Interaktion von CD40 mit CD40L induziert bei der APC die 
Expression von kostimulatorischen Molekülen (Shinde et al., 1996), die essentiell für eine 
effektive Stimulation der CTL sind. Durch die Bindung von CD11a/CD18 (LFA-1) und CD2 
auf der T-Zelle an CD54 (ICAM-1) bzw. CD58 (LFA-3) auf der APC wird der Zell-Zell-Kontakt 
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verstärkt. Eine Erhöhung der IL-2 Expression wird durch die Interaktion von CD80/CD86 auf 
der APC mit CD28 auf der T-Zelle erreicht (June et al., 1990). Gleichzeitig wird dadurch das 
TCR-Erkennungssignal verstärkt (Viola et al., 1999; Lanzavecchia et al., 1999) und somit 
eine effektive Aktivierung induziert. Zusätzlich werden die anti-apoptotischen Proteine der 
bcl-Familie exprimiert, wodurch der aktivierungsinduzierte Zelltod (AICD - engl. Activation 
Induced Cell Death) verhindert wird. Im Gegensatz dazu hat CD152 (CTLA-4 -  engl.: 
Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4), das ebenfalls an CD80/CD86 bindet, eine regulative 
Wirkung. Es wird angenommen, dass CD152 an der Induktion von Toleranz durch den AICD 
beteiligt ist, indem es die IL-2 Expression und den Zellzyklus inhibiert (Walunas & Bluestone, 
1998).  
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Infolge der TCR-vermittelten Aktivierung werden weitere kostimulatorische Moleküle, wie 
CD27 (Hintzen et al., 1993), 4-1BB (CD137; Pollok et al., 1993) und ICOS (engl.: inducible 
co-stimulator ; Hutloff et al., 1999) sowohl auf TH-Zellen als auch auf CTLs exprimiert. Die 
Funktion dieser Moleküle ist noch nicht vollständig geklärt.  
Bekannt ist, dass CD27 an CD70 bindet, welches ebenfalls nach der Aktivierung von T-
Zellen, aber auch von B-Zellen exprimiert wird. Die Expression wird durch IL-1b, IL-12 und 
TNFa gefördert, IL-4 dagegen hat einen inhibierenden Effekt (Lens et al., 1997). Die 
Interaktion zwischen CD27 und CD70 scheint vor allem für die CTL-Induktion wichtig zu sein 
und fördert die Proliferation der Zellen. LENS und Kollegen postulierten, dass aktivierte T-
Zellen über CD27-CD70 direkt miteinander kommunizieren und sich so während der 
Proliferationsphase gegenseitig kostimulatorische Signale bieten (Lens et al., 1998).  
4-1BB dient der Aufrechterhaltung von Immunreaktionen in der Abwesenheit von CD28. 
Dieses Molekül wird nach der CD28-CD80/86 Interaktion auf aktivierten T-Zellen exprimiert 
(Pollok et al., 1993). 4-1BB bindet an den 4-1BB-Liganden, der von reifen B-Zellen, MF und 
DCs (Pollok et al., 1994) aber auch von aktivierten T-Zellen (Goodwin et al., 1993) exprimiert 
wird. Die Interaktion induziert bei der aktivierten T-Zelle die Expression der bcl-Familie und 
verhindert damit – ähnlich wie CD28 – den AICD.  
Ebenfalls eine Ähnlichkeit zu CD28 weist das erst kürzlich beschriebene Molekül ICOS auf 
(Hutloff et al., 1999). Die Expression von ICOS scheint mit der von CD28 assoziiert zu sein 
und erhöht die Bildung von IL-4, IL-5, IL-10, IFNg, TNFa und GM-CSF. Im Gegensatz zu 
CD28 hat es aber keinen Effekt auf IL-2. ICOS+ Zellen befinden sich im lymphatischen 
Gewebe hauptsächlich in den B-Zellarealen, in den T-Zellarealen ist der Anteil geringer. Ob 
ICOS bei der Differenzierung von T-Zellen eine Rolle spielt, ist noch nicht geklärt. 
 
1.2.2 Effektorfunktion zytotoxischer T-Lymphozyten 
Die Aktivierung der pCTL erfolgt durch die Erkennung ihres spezifischen Antigens und durch 
das von den TH-Zellen produzierte IL-2. Nach der Expression des hochaffinen IL-2R (CD25) 
beginnt die Zelle zu proliferieren und differenziert zur reifen CTL. CD28, wichtig für die 
Bindung an die kostimulatorischen Moleküle CD80/86 auf den APCs, wird zu Beginn der 
Differenzierung stark exprimiert, im weiteren Verlauf jedoch nicht mehr.  
Weiterhin exprimieren die Zellen CD54 (ICAM-1, Adhäsionsmolekül) und CD44 (H-CAM, 
Adhäsionsmolekül), welche das homing zu den peripheren lymphatischen Organen und 
Entzündungsstellen vermitteln,  CD11a (a-L-Integrinkette, a-Kette von LFA-1), CD95L 
(Ligand für CD95, induziert Apoptose) und CD62L (L-Selektin, Adhäsionsmolekül und 
homing-Marker) (Oughton & Kerkvliet, 1999).  
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Nach ihrer Reifung verlassen die CTLs die sekundären lymphatischen Organe und wandern 
in die Peripherie. CTLs produzieren IFNg und TNFa, wodurch die Expression von MHC-
Molekülen auf APCs erhöht wird. Die zytotoxische Aktivität der CTLs wird durch die 
Freisetzung von zytotoxischen Granula, die Perforin und Granzyme enthalten, vermittelt 
(Henkart, 1985). Die CTLs selbst zeigen eine gewisse Resistenz gegen die Auswirkung 
dieser Granula (Verret et al., 1987). Nach der Erkennung des spezifischen Antigens 
polarisiert die CTL, d.h. die zytotoxischen Granula werden auf der Seite der Zelle 
konzentriert, auf der der Antigenkontakt stattgefunden hat. Danach werden die Granula in 
den interzellulären Raum zwischen CTL und Zielzelle ausgeschüttet und können gerichtet 
die Zielzelle angreifen. Dabei werden durch die Einlagerung der Perforin-Moleküle in der 
Membran der Zielzelle Poren gebildet. Dadurch kommt es zum Einstrom von Ionen, 
insbesondere Ca2+ (Esser et al., 1998;). Darüber hinaus können die Granzyme so in die 
Zielzelle eindringen und in dieser Apoptose induzieren (Hishii et al., 1999). Stark aktivierte 
CTLs sind in der Lage, nacheinander mehrere Zielzellen zu zerstören (Koren et al., 1973).  
Nach der Effektorphase werden die CTL zum größten Teil vermutlich durch AICD eliminiert. 
Ein geringer Anteil an CTLs scheint jedoch dem AICD zu entgehen und in Gedächtniszellen 
zu differenzieren, die mehrere Jahre überleben können (Opfermann et al., 2001). Die CTL-
Anzahl kann ebenfalls durch CD95-induzierte Apoptose reguliert werden, da CTLs neben 
CD95 auch CD95L exprimieren. (Carter et al., 1998 ; Di Somma et al., 1999).  
 
1.3 Tumorantigene  
Unabdingbare Voraussetzung für die Generierung einer spezifischen Immunantwort ist das 
Vorhandensein antigener Strukturen im Tumor. Alle Antigene, die auf Tumorzellen 
vorkommen und eine spezifische Antwort zytotoxischer T-Lymphozyten auslösen, werden als 
Tumorantigene bezeichnet. Sie werden sowohl von den  Tumorzellen selbst (über MHC-I-
Moleküle) als auch von spezialisierten Antigen-präsentierenden Zellen (über MHC-I und 
MHC-II-Moleküle) den T-Lymphozyten präsentiert. Prinzipiell kann man zwischen Tumor-
spezifischen und Tumor-assoziierten Antigenen unterscheiden. Tumor-spezifische Antigene 
werden nur von Tumorzellen infolge ihrer Pathophysiologie exprimiert, Tumor-assoziierte 
Antigene hingegen können auch von nicht-transformierten Zellen exprimiert werden. Beim 
Melanom konnten mit Hilfe von spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten zahlreiche 
Tumor-Antigene identifiziert werden. Derartige Tumoren werden als stark immunogen 
bezeichnet, da sie in der Lage sind, eine Immunantwort zu induzieren. Tumoren wie das 
Mammakarzinom dagegen sind nur schwach immunogen, d.h. sie können nur eine 
schwache Immunreaktion hervorrufen. Die Ursache für die Unterschiede bezüglich der 
Immunogenität verschiedener Tumoren ist noch ungeklärt. (Wu et al., 2001) 
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Die Identifizierung von Tumor-Antigenen stellt eine große Errungenschaft für die Tumor-
Immunologie dar. Es konnten darüber hinaus die Peptidsequenzen, die eine T-Zellreaktion 
auslösen, genau definiert werden. Die Tumor-Antigene dienen nicht nur dem besseren 
Verständnis der Tumorbiologie, sondern ermöglichen auch die Entwicklung von 
Immuntherapien, die eine spezifische T-Zellantwort induzieren können. Die meisten 
Verfahren für die Isolierung Tumor-spezifischer Antigene gehen von Tumor-spezifischen 
CTL-Klonen aus. 
 
1.3.1 Melanom-assoziierte Antigene  
Die identifizierten Melanom-assoziierten Antigene (MAA) können in drei Kategorien eingeteilt 
werden: Tumor-assoziierte Tumor/Testis-Antigene (MAGE, BAGE, GAGE, PRAME und 
NY-ESO-1), melanozytäre Differenzierungs-Antigene (Tyrosinase, Melan A/MART 1, gp100, 
TRP 1 und TRP 2) und mutierte oder aberrant exprimierte Antigene (MUM-1, CDK4, b-
Catenin, p15, N-Acetylglukosaminyl-Transferase V (GnT-V), gp100-in4). Diese Antigene 
beinhalten eine große Anzahl von Epitopen, die eine Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen 
auslösen.  
 
1.3.1.1 Tumor-assoziierte Tumor/Testis-Antigene 
Zu dieser Gruppe von Antigenen gehören Proteine, die in zahlreichen Tumoren und in den 
Testis exprimiert werden, jedoch nicht im normalen Gewebe (Brasseur et al., 1992; 
Traversari et al., 1992; De Smet et al., 1994; Weynants et al., 1994). Eine weitere 
gemeinsame Eigenschaft der Gene aus der MAGE-Genfamilie und verwandter Gene wie 
BAGE, GAGE und PRAME ist die Lokalisation auf dem X-Chromosom (Lurquin et al., 1997; 
Lethe et al., 1998). Ihre Funktion konnte jedoch bis jetzt nicht geklärt werden. Weitere 
Antigene mit dem gleichen Expressionsmuster sind SSX2/HOM-MEL-40 (Sahin et al., 2000; 
Tureci et al., 1996) und NY-ESO-1 (Chen et al., 1997). Die Expression der MAGE-Antigene 
wurde in unterschiedlichen Studien untersucht. Sie werden in hohem Maße (für MAGE-3 bis 
zu 65%) in kutanen Melanomen, jedoch nicht in uvealen Melanomen exprimiert (De Plaen et 
al., 1994; Mulcahy et al., 1996). Des Weiteren wurde eine geringe Expression der MAGE-1 
Antigene in anderen Tumoren, wie Mammakarzinom, Lungenkarzinom, 
Oesophaguskarzinomen, Kolonkarzinomen und Prostatakarzinomen, beobachtet (Brasseur 
et al., 1992; Traversari et al., 1992; Boon, 1993; Van Pel et al., 1995). Eine hohe Expression 
des MAGE-1 Antigens (80%) wurde beim Leberzellkarzinom gefunden (Yamashita et al., 
1996). Auch das MAGE-3 Antigen wurde außer beim Melanom mit einer hohen Häufigkeit 
bei „head and neck squamous cell“ Karzinoma gefunden (Van den Eynde und Van der 
Bruggen, 1997). Nach Vakzinationsstudien mit den Antigenen MAGE-1 und MAGE-3 bei 
Melanompatienten, zeigte sich nur für das MAGE-3 Peptid EVDPIGHLY eine Immunantwort 
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in vivo, jedoch mit einer niedrigen anti-Tumoraktivität (Marchand et al., 1999; Thurner et al., 
1999). Der niedrige Expressionslevel von MAGE-1 auf manchen Tumoren könnte eine 
Erklärung für die schwache immunogene Eigenschaft dieses Antigens darstellen (Lethe et 
al., 1997; Sykulev et al., 1996).  
 
Die Untersuchungen von SCHULTZ-THATER und Kollegen ergaben für das MAGE-1 
Genprodukt eine zytoplasmatische Lokalisation, während für MAGE-3 eine zytoplasmatische 
und nukleäre Lokalisation gefunden wurden (Schultz-Thater et al., 1994; Kocher et al., 
1995). Generell wurde eine negative Korrelation zwischen der proliferativen Kapazität der 
Melanomzellen und dem Expressionsstatus des MAGE-3 Genprodukts festgestellt, was auf 
eine wachstumshemmende Funktion dieses Proteins schließen lässt. Ebenfalls wurde eine 
Ähnlichkeit zwischen den MAGE-Genprodukten und dem Tumor-Supressorprotein p53 
beschrieben, welches unspezifisches Wachstum von Zellen hemmt (Walker et al., 1996). 
Diese Ähnlichkeit deutet auf eine mögliche Beteiligung der MAGE-Proteine bei der Kontrolle 
der Proliferation von Tumorzellen hin. Diese Gene werden möglicherweise als zusätzlicher 
Wachstums-Inhibitionsmechanismus bei Verlust der „professionellen“ Wachstumshemmer 
p53 und/oder p16/Rb eingeschaltet. Untersuchungen von BARTKOVA und Kollegen zeigten, 
dass Tumoren, die eine hohe Expression von MAGE-Genprodukten aufweisen nur eine 
geringe Menge an p16 exprimieren (Bartkova et al., 1996).  
 
Ein anderes Verfahren ermöglicht über die serologische Analyse von rekombinanten cDNA-
Expressionsbibliotheken der Keimbahngene mit autologen Antikörpern (SEREX - engl.: 
serological analysis of recombinant cDNA expression libraries) die Identifizierung von neuen 
Tumor-Antigenen (Pfreundschuh et al., 1978). Eines dieser Antigene ist das in vielen 
Tumoren exprimierte NY-ESO-1 (Chen et al., 1997). Hierfür wurden 2 HLA-A31 restringierte 
CTL-Epitope (Wang et al., 1998) und 3 HLA-A2 restringierte Epitope identifiziert (Jäger et al., 
1998). NY-ESO-1 wird in 34% der Melanome, in 30% der Mammakarzinome, in 25% der 
Prostatakarzinome und in fast 80% der Blasenkarzinome exprimiert (Chen et al., 1997). Das 
HOM-MEL-40 Antigen (Sahin et al., 1995) wird ebenfalls nur in Testis und Tumoren (in 50% 
der Melanome) exprimiert und scheint eine Rolle bei der negativen Kontrolle der Proliferation 
zu übernehmen . Bis jetzt wurden keine spezifischen CTLs gegen dieses Antigen identifiziert.  
 
Warum Testis-spezifische Gene in Tumoren exprimiert werden ist noch nicht ganz aufgeklärt. 
Für die Gene der MAGE- und GAGE-Genfamilien wurde eine Demethylierung der 
Promotorregion dieser Gene festgestellt (Weber et al., 1994; Lucas et al., 1998). Dieser 
Prozess wird von einer in vielen Tumoren vorkommenden allgemeinen Demethylierung der 
DNA gefolgt (de Smet et al., 1996).  
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Aus immunologischen Gesichtspunkten bieten die MAGE-Antigene und verwandte Antigene 
gute Ansatzpunkte für eine Immuntherapie, da sie in vielen Tumoren vorkommen und außer 
den Testis nicht in normalen Gewebsarten exprimiert werden. Ein direkter Kontakt zwischen 
Immunzellen und testikulären Zellen findet nicht statt (Barker et al., 1977) und die 
Keimzellen, die einzigen MAGE-positiven Zellen in den Testis, exprimieren keine MHC 
Klasse I Moleküle (Tomita et al., 1993). Eine durch Immuntherapie induzierte Immunantwort 
gegen diese Antigene würde somit nicht zur Schädigung von gesundem Gewebe führen. 
Allerdings konnten bis jetzt, durch den Einsatz dieser Antigene, nur geringe Therapieerfolge 
erzielt werden, was auf eine geringe Immunogenität dieser Antigene hindeutet. 
 
1.3.1.2 Melanozytäre Differenzierungs-Antigene 
Die Erkennung von Peptiden aus Proteinen, die während der Differenzierung der 
Melanozyten exprimiert werden, ist für viele CTL-Linien und –Klone bewiesen worden 
(Anichini et al., 1993).  
Tyrosinase wurde als erstes melanozytäres Differenzierungs-Antigen, das von Tumor-
spezifischen CTLs erkannt wird, beschrieben (Brichard et al., 1993). Das Enzym, ein Protein 
bestehend aus 529 Aminosäuren, ist für die Synthese des Hautpigments Melanin 
verantwortlich (Bouchard et al., 1989). Aus diesem Protein wurden später zwei Nonapeptide 
als Epitope für HLA-A*0201 restringierte CTLs identifiziert (Wölfel et al., 1994). In der 
Zwischenzeit wurden Epitope für HLA-A*01, HLA-A*24 und HLA-B*44 restringierte CTLs 
nachgewiesen (Kittlesen et al., 1998; Kang et al., 1995; Brichard et al., 1996). Tyrosinase ist 
bis jetzt das einzige bekannte melanozytäre Differenzierungs-Antigen, das auch von CD4+ 
Tumor-spezifischen T-Zellen erkannt wird, da es Epitope enthält, die über MHC Klasse II 
Moleküle präsentiert werden (Topalian et al., 1994). Aus TILs isolierte CD4+ T-Zellen, die 
eine Reaktion auf HLA-DR0401+ Melanomzellen zeigten, wurden für die Identifizierung von 
Melanom-Antigenen eingesetzt, die auch von CD8+ T-Zellen erkannt werden. Allgemein ist 
die Generierung einer Tyrosinase-spezifischen Immunantwort bei Melanompatienten nach 
Immuntherapien ein eher seltenes Ereignis und wurde bis jetzt nur bei Patienten beobachtet, 
die eine Antwort auf viele Melanom-assoziierte Antigene aufwiesen (Robbins et al., 1994; 
Lee et al., 1999).  
Am häufigsten wurde bei Melanompatienten eine Immunreaktion gegen das Antigen 
Melan A/MART-1 gefunden. Dieses 118 Aminosäuren große Protein, dessen Funktion noch 
unbekannt ist, weist eine 21 Aminosäuren lange transmembrane Region auf (Coulie et al., 
1994; Kawakami et al., 1994a). Für dieses Antigen wurde eine deutliche Immundominanz in 
HLA-A*0201-positiven Patienten festgestellt (Kawakami et al., 1994b). Das Nonamer 27-35 
dieses Proteins mit der Sequenz AAGIGILTV zeigte sich als immundominantes Epitop für 
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Tumor-spezifische TILs (Kawakami et al., 1994b). Sowohl aus PBMCs von 
Melanompatienten als auch von gesunden Probanden konnten in vitro mit diesem Peptid 
spezifische CTL-Klone induziert werden (Rivoltini et al., 1995; Rivoltini et al., 1999; van Elsas 
et al., 1996). Bei diesen Untersuchungen zeigte sich auch, dass andere Melan A/MART-1 
Peptide mit einer höheren Affinität für das HLA-A*0201 Molekül, keine spezifischen CTLs 
induzieren konnten. Daraus lässt sich folgern, dass sowohl T-Zellen mit einem stark affinen 
als auch T-Zellen mit einem niedrig affinen T-Zellrezeptor für körpereigene Antigene 
vorhanden sind. Diesbezüglich zeigten VALMORI und Kollegen, dass das Peptid 26-35 dieses 
Antigens mit der Sequenz EAAGIGILTV und das analoge Peptid ELAGIGILTV besser von 
spezifischen CTLs erkannt werden als das natürliche Epitop Melan A/MART-127-35 (Valmori et 
al., 1998a, 1998b).  
Unter den melanozytären Differenzierungs-Antigenen zeigen die Melan A/MART-1 Peptide 
die höchste Immunogenität mit einer effektiven Induktion Tumor-spezifischer CTLs (Spagnoli 
et al., 1995; Rivoltini et al., 1999). Die protektive Funktion dieser CTLs konnte nur in 
vereinzelten Fällen mit einer Tumorregression in Zusammenhang gebracht werden (Wang et 
al., 1999, Nestle et al., 1998; Cormier et al., 1997).  
 
Das Antigen gp100, ein 661 Aminosäure großes Glykoprotein, erfüllt eine enzymatische 
Funktion bei der Melaninsynthese. Das Genprodukt von gp100 wurde ursprünglich als 
melanozytäres Differenzierungs-Antigen mit den Melanomdiagnose-Antikörpern HMB-45 und 
HMB-50 entdeckt. Später zeigte sich, dass dieses Antigen auch von spezifischen T-Zellen 
erkannt wird. Von KAWAKAMI und Kollegen wurde gp100 durch die Untersuchung von cDNA-
Expressionsbibliotheken mit Melanom-spezifischen T-Zellen identifiziert (Kawakami et al., 
1994a). Unabhängig davon wurde gp100 von COX und Kollegen durch Elution von Peptiden 
von einem HLA-A*0201-positiven Melanom, und anschließender Identifizierung mit 
spezifischen T-Zellen, charakterisiert (Cox et al., 1994). Für das gp100-Protein konnten 
multiple CTL-Epitope identifiziert werden, die nicht nur HLA-A*0201 sondern auch 
HLA-A*0301 und HLA-A*24 restringiert sind (Kawakami et al., 1995; Skipper et al., 1996; 
Robbins et al., 1997; Tsai et al., 1997; Kawakami et al., 1998). Dieses Antigen scheint für 
eine Immuntherapie sehr viel versprechend zu sein. Es wurde eine signifikante Korrelation 
zwischen der T-Zellerkennung von gp100 in vitro und der Tumorregression von Patienten, 
die mit entsprechenden TILs therapiert wurden, festgestellt (Kawakami et al., 1995).  
 
Generell wird den melanozytären Differenzierungs-Antigenen nur eine geringe 
immunologische Aktivität in der Tumorabwehr zugewiesen, da eine Toleranz gegenüber 
körpereigenen Antigenen diese Funktion verhindern könnte. Jedoch wurde in einigen Fällen 
gezeigt, dass sie im Tumor eine spezifische Immunantwort auslösen können und vermutlich 
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durch eine „inflammatorische Umgebung“ im Tumor diese Toleranz durchbrochen wird. Da 
diese Proteine auch von gesunden Zellen exprimiert werden, kann es ebenfalls zur 
Elimination dieser Zellen kommen. Dies konnte bei Melanompatienten festgestellt werden, 
bei denen es im Verlauf einer Immuntherapie zur Vitiligo kam (Rosenberg & White, 1996; 
Yee et al., 2000). Die Differenzierungs-Antigene werden gewebespezifisch exprimiert und 
können daher den T-Zellen bei ihrer Reifung im Thymus nicht präsentiert werden. Es wurde 
nachgewiesen, dass es auch bei gesunden Probanden autoreaktive T-Zellen gibt, die 
melanozytäre Differenzierungs-Antigene spezifisch erkennen, bei denen jedoch Toleranz 
oder Anergie infolge fehlender Kostimulation induziert wurde (Visseren et al., 1995; 
Marincola et al., 1996; Romero et al., 1998). Zusätzlich wurde festgestellt, dass die Lyse von 
entsprechenden Zielzellen durch spezifische CTLs abhängig von der Konzentration dieser 
Peptide ist, und nur bei relativ hohen Peptidkonzentrationen stattfindet (Kawakami & 
Rosenberg, 1996).  
 
1.3.1.3 Mutierte oder aberrant exprimierte Antigene 
Das Vorkommen von mutierten Melanom-spezifischen Antigenen ist bei dieser Erkrankung 
kein seltenes Ereignis (Anichini et al., 1996). Die Antigene sind gewöhnlich in Primärtumoren 
vorhanden und möglicherweise signifikant für die Entstehung/Progression des Tumors. 
Daher sind sie von großer Bedeutung nicht nur für Immuntherapien, sondern auch für das 
Verständnis der malignen Transformation. Es wird angenommen, dass in vielen Fällen die 
Mutationen von Onkogenen und Zellzyklus-regulierenden Genen in Zusammenhang mit der 
Tumortransformation stehen (Hunter, 1991). Mutationen in regulatorischen Bereichen der 
Onkogene können zur aberranten Transkription dieser Gene und als Folge davon zu einer 
Disregulation des Zellzyklus führen. Durch Punktmutationen im codierenden Bereich kann es 
zu einem Aminosäureaustausch oder einer Verschiebung des Leserasters innerhalb eines 
Gens kommen (Mayrand & Green, 1998). I.d.R. werden die resultierenden Proteine dadurch 
in ihrer Funktion gestört, doch sofern das kodierende Gen noch transkribiert und die mRNA 
translatiert wird, können die Peptidfragmente – die bei der Degradation des Proteins 
entstehen – von den MHC-Molekülen präsentiert werden und so eine Immunantwort 
auslösen. Auch Peptide aus kryptischen Translationsprodukten (Malarkannan et al., 1995) 
oder gar aus Intron-Bereichen können Antigene für CTLs sein (Guilloux et al., 1996; Robbins 
et al., 1997). Inwieweit solche Antigene die Pathophysiologie der Tumorzellen reflektieren 
oder auch unter normalen Bedingungen entstehen, ist bislang nicht eindeutig geklärt.  
 
Die Identifizierung vieler Tumor-Antigene in den letzten 6 Jahren ermöglicht die 
Untersuchung der Immunogenität verschiedener Tumore und die nachfolgende Auswahl der 
richtigen Antigene für eine Immuntherapie. Ebenfalls kann mit diesen Antigenen das 
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Vorkommen von Tumor-spezifischen CTLs bei Tumorpatienten untersucht werden. Ein 
Immunmonitoring bei immuntherapierten Melanompatienten mit Untersuchung der 
Frequenzen von Antigen-spezifischen T-Zellen kann Aufschluss über die Effektivität der 
Immuntherapie geben. 
  
1.4 Tumor-escape Mechanismen beim malignen Melanom 
Trotz der vielfach nachgewiesenen Tumor-spezifischen Immunzellen ist in den meisten 
Fällen eine Progression der Tumorerkrankung zu beobachten. Der Tumor entsteht und 
wächst in Gegenwart eines weitgehend intakten Immunsystems. Die Ursachen hierfür sind 
zur Zeit noch nicht aufgeklärt. Es werden jedoch verschiedene Hypothesen in der Literatur 
diskutiert (Tabelle 1). 
 
Tabelle 1: Tumor-escape Mechanismen 
Aktive Mechanismen Passive Mechanismen 
?  Expression von pro-apoptotischen 
Molekülen  
? HLA-Verlust/Herunterregulation 
?  Freisetzung von immunsuppressiven 
Zytokinen 
? Inadäquate Expression von   
kostimulatorischen Molekülen  
?  Prostaglandin-Produktion ? Lokalisation des Tumors an   
immunprivilegierten Stellen 
?  Freisetzung inhibitorischer Neuropeptide ? Expression von antagonistischen Peptiden 
 ? Immunologische Ignoranz oder Abweichung 
 
Aktive tumor-escape Mechanismen beinhalten die Sekretion mehrerer immunsupressiver 
Substanzen (Kiessling et al., 1996; Taylor et al., 2001), wie Zytokine, Prostaglandine und 
andere Verbindungen, welche signifikant die Aktivität der T-Zellen beeinträchtigen.  
 
Ein vor kurzem beschriebener aktiver Mechanismus des Tumors zur Bekämpfung von 
Immunzellen ist die Expression von pro-apoptotischen Molekülen, wie FasL, auf der 
Tumorzelle (Rabinowich et al., 1998; O’Connell et al., 1999). Der Fas-Ligand, welcher eine 
zentrale Rolle bei der Homöostase des Immunsystems und bei der negativen Regulation von 
unterschiedlichen physiologischen Immunfunktionen spielt, induziert bei Zellen, die Fas 
exprimieren, den Zelltod durch Apoptose. Melanomzellen, die FasL exprimieren, können 
somit aktivierte T-Zellen, bei denen Fas hochreguliert wird, wirksam über den Fas/FasL-
Mechanismus eliminieren (Hahne et al., 1996). Im Widerspruch zu dieser Hypothese konnte 
jedoch gezeigt werden, dass Tumor-infiltrierende Lymphozyten vorhanden sind und dass 
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diese Zellen auch eine Tumorregression induzieren können (Whiteside & Parmiani, 1994; 
Kawakami et al., 1994). Beim Melanom wurden CD4+ und CD8+ T-Zellklone nachgewiesen, 
die gegen eine FasL-induzierte Apoptose resistent sind (Rivoltini et al., 1998). Auch andere 
Arbeiten (Thomas & Hersey, 1998; Ferrarini et al., 1999) konnten belegen, dass der 
Fas/FasL-Mechanismus keine zentrale Rolle im immune escape des Melanoms spielt.  
 
LIOTTA und Kollegen diskutieren als mögliche Ursache für eine ineffektive T-Zellantwort die 
Umgebung des Tumors (tumor microenvironment) (Liotta et al., 2001). Stroma und 
Tumorgewebe tauschen Enzyme und Zytokine aus, wodurch die lokale extrazelluläre Matrix 
verändert, das Migrationverhalten von Zellen beeinflusst und Proliferation sowie Überleben 
der Tumorzellen gefördert werden.  
 
Wichtigere tumor escape-Mechanismen scheinen die Herunterregulation von HLA-Allelen 
(Ferrone & Marincola, 1995), Defekte in der Antigen-Prozessierung und Präsentation 
(Bennink et al., 1993) und der Verlust von kostimulatorischen Molekülen wie CD80/CD86 
(Chen et al., 1994) zu sein. Diese Prozesse kommen beim Melanom häufig vor und 
erschweren die Erkennung dieser Zellen durch das Immunsystem. Das Vorhandensein von 
Tumorvarianten, die einen Antigen- oder HLA-Verlust aufweisen, konnte in vivo festgestellt 
werden und wurde häufig als Konsequenz von Antigen-spezifischen Immuntherapien 
beobachtet (Restifo et al., 1996; Lee et al., 1998). Diese Daten zeigen, dass Tumor-
spezifische T-Zellen in bestimmten Tumorarealen aktiv sein können und es in vivo zu einer 
Selektion und zum Wachstum von Antigen-negativen Tumorzellen kommen kann. 
Andererseits wird in vielen Fällen ein Fortschreiten der Krankheit und ein Ausbleiben der 
Reaktion auf eine Immuntherapie auch in Gegenwart von Antigen- und HLA-exprimierenden 
Tumorzellen beschrieben, so dass auch andere Mechanismen für ein tumor escape in 
betracht gezogen werden müssen (Kono et al., 2002).  
 
Da die meisten Antigene, die von Tumor-spezifischen T-Zellen erkannt werden, körpereigene 
Antigene darstellen, ist wahrscheinlich ein regulatorischer Mechanismus für die schwache 
CTL-Antwort in vivo verantwortlich (Rivoltini et al., 1998c). Einige Daten deuten darauf hin, 
dass physiologische Kontrollmechanismen die Autoreaktivität der Tumor-spezifischen T-
Zellen unterdrücken und eine Toleranz gegenüber Tumor-Antigenen induziert wird (Anichini 
et al., 1999b; Lee et al., 1999).  
 
Die Erkennung der Melanom-assoziierten Antigene durch spezifische T-Zellen wird in vielen 
Fällen als unvollständig und fehlerhaft beschrieben (Gervois et al., 1996). Eine niedrige 
Affinität des TCR für die Tumor-Peptide, Defizienz in der IL-2-Produktion, fehlende Ko-
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Stimulation und die Expression von antagonistisch wirkenden Peptiden auf der Tumorseite 
können zu einer Toleranz gegenüber Tumor-assoziierten Antigenen führen (Madrenas et al., 
1996; Loftus et al., 1998). Für das immundominante Peptid Melan A/MART-127-35 wurden 
natürliche analoge Peptide mit antagonistischer Wirkung identifiziert (Loftus et al., 1996). 
Diese Antagonisten sind in vitro in der Lage, die zytotoxische Wirkung der Tumor-
spezifischen CTLs aufzuheben und einen Anergie-Status zu induzieren. Dieser ist  
charakterisiert durch die Unfähigkeit der Zellen, IL-2 als Antwort auf native Melanom-
assoziierte Antigene zu produzieren (Loftus et al., 1998).  
 
Das Zytokin IL-10 wurde in vielen untersuchten malignen Melanomen nachgewiesen (Chen 
et al., 1994; Dummer et al., 1995). Im Gegensatz dazu wurden in gesunden Melanozyten nur 
geringe Mengen an IL-10 mRNA detektiert, jedoch kein IL-10. Patienten mit malignem 
Melanom zeigen hohe IL-10 Titer im Serum (Yue et al., 1997). Das Zytokin könnte eine Rolle 
bei der Progression des Melanoms spielen, da durch die Einwirkung von IL-10 die 
Produktion der TH1-Zytokine (IL-2, IFNg, TNFa) herunterreguliert und eine Aktivierung der 
CTLs verhindert wird. IL-10 hat allgemein eine regulatorische Wirkung auf die T-Zell-
Proliferation (Mahatany et al., 1996). 
 
Eine funktionelle Störung der CTL-Aktivität wurde bei einigen Tumorerkrankungen durch den 
Verlust der CD3-zeta-Kette des TCR/CD3-Komplexes der T-Zellen festgestellt (Kuss et al., 
1999). Bei Melanompatienten in einem sehr fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung wurde 
ein signifikanter Verlust in der Expression der Zeta-Kette von TILs und PBMCs 
nachgewiesen (Dworacki et al., 2001). Es gibt allerdings nur wenige Hinweise, dass die 
Herunterregulation der CD3-zeta-Kette durch den Einfluss des Tumors erfolgt (Taylor et al., 
2001). Vielmehr scheint es sich hierbei um die Folge einer erfolglosen Immunantwort, 
ähnlich einer chronischen Entzündung, zu handeln (Pawelec et al., 1997; Kono et al., 1996).  
 
So genannte KIR-Rezeptoren, die auf NK-Zellen exprimiert werden (KIR - engl.: Killer 
inhibitory receptors), erfüllen eine regulatorische Funktion bei der Eliminierung erkannter 
Zielzellen (Bakker et al., 1998). Diese Rezeptoren sind spezifisch für bestimmte HLA-
Moleküle, deren Bindung die Auslösung eines Aktivierungssignals verhindern oder 
verstärken kann. Die NK-Rezeptoren werden in zwei Klassen eingeteilt: eine Immunglobulin-
ähnliche Klasse, die direkt mit klassischen MHC-I-Molekülen (HLA-A, -B, -C und –G) 
interagiert und eine Lektin-ähnliche Rezeptorklasse (CD94/NKG2), die an Signal-Sequenzen 
von  MHC-I-bindenden Peptiden, die über HLA-E Moleküle präsentiert werden, bindet 
(Raulet et al., 2001). Das CD94 Molekül bildet Heterodimere mit Isoformen des NKG2 
Moleküls, wobei NKG2A und –B inhibitorische Signale und NKG2C und –E aktivierende 
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Signale vermitteln (Braud, 1998).  Die Expression dieser Rezeptoren ist von großer 
Bedeutung für die Erkennung von körpereigenen und –nichteigenen bzw. veränderten 
Zellen. So werden die Zellen, die eine „normale“ Anzahl an MHC I Molekülen exprimieren, 
von den NK-Zellen nicht angegriffen, wohingegen Zellen, die ihre MHC I herunterreguliert 
haben – wie die meisten Tumorzellen, von NK-Zellen attackiert werden können.  
 
Eine Reihe von NK-Zellrezeptoren wurde vor kurzem auch auf Subpopulationen von T-Zellen 
identifiziert. Diese Rezeptoren haben die Fähigkeit, die TCR-vermittelte Aktivierung der T-
Zellen zu regulieren (Mingari et al., 1998; Soloski, 2001). Sowohl bei NK-Zellen als auch bei 
T-Zellen haben die inhibitorischen Rezeptoren in ihrer zytoplasmatischen Domäne so 
genannte ITIM –Motive (engl.: immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif), welche nach 
Bindung des Rezeptors an die entsprechenden MHC-Moleküle phosphoryliert werden. 
Nachfolgend wird eine zytotoxische Aktivität verhindert. Im Gegensatz dazu haben 
aktivierende Rezeptoren eine verkürzte zytoplasmatische Domäne, die mit einem ITAM 
(engl.: immunoreceptor tyrosine-based activation motif) assoziiert ist und Aktivierung 
vermittelt. Generell scheint die Affinität der stimulatorischen Rezeptoren zu den 
entsprechenden MHC I-Molekülen, verglichen mit den inhibitorischen Rezeptoren, geringer 
zu sein, so dass inhibitorische Signale überwiegen (Raulet et al., 2001).  
Die Expression von KIR auf T-Zellen ist ein dynamischer Prozess und wird durch die 
Einwirkung unterschiedlicher Zytokine beeinflusst. Die Expression von CD94/NKG2A wird 
durch IL-15 induziert, nicht jedoch die Expression der NK-Rezeptoren aus der IgG-
Superfamilie (Mingari et al., 1998). Weiterhin wurde festgestellt, dass inhibitorische Zytokine, 
wie TGFß und IL-10, die auch von Tumoren produziert werden, ebenfalls die Expression von 
CD94/NKG2A induzieren können. Im Gegensatz dazu ist die Expression von KIR auf reifen 
NK-Zellen konstitutiv. Die Induktion dieser Rezeptoren auf T-Zellen scheint auch über die 
Stimulation des TCR reguliert zu werden. T-Zellen, die häufig Antigen-Kontakt haben, 
exprimieren KIR, so dass eine Überreaktion verhindert wird (Huard et al., 2000).  
 
Eine Tumor-spezifische CTL, die KIR exprimiert, könnte die entsprechenden Zielzellen, die 
zusätzlich zum Antigen/MHC-Komplex die protektiven HLA-Moleküle aufweisen, nicht 
lysieren (Noppen et al., 1998; Mingari et al., 2000). Untersuchungen der KIR-Expression auf 
Melanom-spezifischen T-Zellen zeigen, dass einige dieser Moleküle von diesen Zellen 
exprimiert werden (Speiser et al., 1999), jedoch ist die in vivo Funktion noch nicht erwiesen.  
 
Die Tumorzellen können auch durch sogenannte „immunologische Ignoranz“ vor der 
Zerstörung durch reaktive T-Zellen geschützt werden. Regulatorische Moleküle, wie CTLA-4,  
auf den T-Zellen hemmen die Auslösung eines zytotoxischen Signals nach Bindung des TCR 
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an den MHC-Peptid-Komplex (Chambers et al., 2001). Es wurde gezeigt, dass die negative 
regulatorische Funktion von CTLA-4 besonders bei Autoimmunerkrankungen und 
Abstoßungsreaktionen nach Transplantationen von Bedeutung ist und somit eine Rolle in der 
Protektion körpereigener Zellen erfüllt (Salomon & Bluestone, 2001). Die Immunreaktion auf 
körpereigene Zellen und somit auch auf Tumorzellen wird auch von regulatorischen T-Zellen 
wie NKT und CD25+/CD4+ T-Zellen kontrolliert (Symth et al., 2001).  
 
Allgemein scheint die Entziehung der Melanomzellen aus der Kontrolle des Immunsystems 
eher auf Eigenschaften der Immunzellen als auf solchen der Melanomzellen zu beruhen. 
Eine genaue Charakterisierung der Tumor-spezifischen T-Zellen ist daher von großer 
Bedeutung für die Entwicklung von Immuntherapien beim Melanom.  
 
1.5 Immuntherapien beim malignen Melanom 
Das maligne Melanom zeigt nur in einigen Fällen ein Ansprechen auf konventionelle Tumor-
Therapien, wie Chemotherapie und Strahlentherapie. Im Gegensatz dazu konnte in vielen 
Fällen eine spezifische Immunantwort gegen Melanomzellen nachgewiesen werden 
(Mazzocchi et al., 1994; Romero et al., 1998; Scheibenbogen et al., 2002). Die derzeitigen 
Immuntherapieansätze setzen eine Antigenität des Tumors voraus und zielen darauf ab, 
durch direkte oder indirekte Manipulation des Tumors oder des Immunsystems, die 
Immunogenitität des Tumors zu steigern und eine Aktivierung und Expansion von 
zytotoxischen T-Effektorzellen zu bewirken. Zu den erprobten Immuntherapieansätzen 
zählen Vakzinationsversuche mit Peptiden, Hybridzellen, DNA, transgenen Vaccinia-Viren 
oder gentherapeutisch-modifizierten Tumorzellen, sowie systemische oder lokale 
Interleukingaben (Houghton et al., 2001; Jäger et al., 2002). Obwohl die anti-Tumor-Aktivität 
der Tumor-spezifischen T-Zellen in vitro mehrfach bewiesen wurde, liefern diese Ergebnisse 
keine direkte Information über die Fähigkeit dieser Zellen, in vivo Tumorzellen zu erkennen 
und zu zerstören. Vereinzelte klinische Erfolge mit Immuntherapien bei Melanompatienten 
lassen dennoch auf eine Effektivität der Melanom-spezifischen T-Zellen schließen.  
 
Um den Erfolg einer Antigen-Immuntherapie zu gewährleisten, müssen von vornherein 
bestimmte Kriterien erfüllt werden: 1.) die Antigene, mit denen vakziniert wird, müssen vom 
Tumor des Patienten präsentiert werden, 2.) der Tumor sollte die entsprechenden MHC-
Moleküle, die für die Aktivität der restringierten CTLs benötigt werden, exprimieren und 3.) 
das T-Zellrepertoire des Patienten sollte in der Lage sein, gegen die in der Vakzine 
enthaltenen Antigene zu reagieren. Das Auslösen einer spezifischen T-Zell-vermittelten 
Immunantwort durch Melanom-spezifische Antigene wird nur bei einer optimalen Stimulation 
der T-Zellen gewährleistet. Wichtige Faktoren für die Aktivierung der CTLs sind: 
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1. ein kritischer Schwellwert in der Anzahl der TCR-Moleküle, die mit dem Peptid-MHC-
Komplex in Kontakt treten, muss überschritten werden, um eine T-Zellantwort 
auszulösen. Dieser Wert kann verringert werden, wenn eine verstärkte Kostimulation 
über CD80/86-CD28, CD40-CD40L und/oder CD48-CD2 vorhanden ist.  
2. die Menge der exprimierten spezifischen Antigene. Ein Antigenverlust durch 
Herunterregulation von Molekülen wie MHC Klasse I, Peptid-Transporter TAP oder 
der Proteasom-Untereinheit LMP, welche Funktionen in der Antigen-Prozessierung 
und Präsentation erfüllen, verringert oder verhindert eine CTL-Aktivität.  
3. Zytokine modulieren die Antigen-Präsentation und die Aktivität der Effektor-
Zellpopulation. Beispielsweise fördern IL-2, IL-12, IFNa und IFNg die Aktivität der 
CTLs, während IL-10 und TGFb diese verringern.  
4. Die CTL-Aktivität kann durch aktive Prozesse, wie die CTLA-4 induzierte Hemmung 
der T-Zellaktivität durch Blockierung der Zellzyklus-Progression (Hemmung der IL-2-
Produktion), beeinträchtigt werden.  
 
Immuntherapien mit Tumor-Antigenen sollten eventuelle Defekte in der T-Zellstimulation 
aufheben und somit eine gezielte Antwort gegen Tumor-Antigene auslösen. Beim Melanom 
wurden bis jetzt sowohl aktive als auch passive Immuntherapien durchgeführt. Unspezifische 
aktive Immuntherapien zielen darauf hin das Immunsystem allgemein zu stimulieren um 
eventuell somit auch eine Tumor-spezifische Immunantwort zu induzieren. Hierfür wurden 
sowohl bakterielle Agenzien wie Bacillus Calmette-Guerin (BCG), Corynebakterium parvum 
(Agarwala et al., 1998) als auch Immunmediatoren, sogenannte Zytokine (IL-2, TNFa, IFNa, 
IFNg) eingesetzt. Obwohl in Studien mit einer Behandlung von Melanompatienten mit IL-2 
eine komplette oder partielle Remission des Tumors beobachtet werden konnte, sind diese 
Erfolge auf eine geringe Anzahl von Patienten begrenzt (Rosenberg et al., 1994; Rosenberg 
et al., 1998). Eine spezifische aktive Immuntherapie durch Vakzination von 
Melanompatienten mit bestrahlten autologen oder allogenen Tumorzellen, mit Tumor-Lysat 
gepulsten dendritischen Zellen oder mit Tumor-spezifischen Antigenen scheint 
vielversprechender zu sein. Für eine passive Immuntherapie wurden bis jetzt entweder 
entsprechende monoklonale Antikörper, Lymphokin-aktivierte Killerzellen (LAK) oder Tumor-
infiltrierende T-Zellen eingesetzt. Eine Untersuchung von Rosenberg und Kollegen zeigte bei 
einer Immuntherapie mit LAK und TIL ein Ansprecherate von 20% bzw. 45% bei den 
behandelten Melanompatienten (Rosenberg et al., 1990).  
 
Die Induktion einer spezifischen Antwort durch definierte Tumor-Antigene in Kombination mit 
unterschiedlichen immunstimulierenden Faktoren wird in verschiedenen Therapieansätzen 
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weltweit versucht. Der Einsatz von melanozytären Differenzierungs-Antigenen scheint, trotz 
der geringeren vorhergesagten Immunogenität dieser Antigene, gewisse Erfolge zu 
versprechen. TIL, spezifisch für gp100, Tyrosinase, TRP-1 und TRP-2, die unter Zugabe von 
IL-2 in vitro expandiert wurden, führten nach Reinfusion in den autologen Patienten zur 
Tumor-Regression (Robbins et al., 1994; Kawakami et al., 1995; Rosenberg et al., 1997). 
Hiermit wurde gezeigt, dass die Toleranz der spezifischen T-Zellen nach einer in vitro 
Manipulation gebrochen werden kann und, dass diese Zellen in vivo die im Tumor 
exprimierten körpereigene Antigene erkennen und eine Tumor-Regression bewirken. Ein 
weiterer Beweis für die anti-Tumor-induzierende Reaktion der melanozytären 
Differenzierungs-Antigene zeigte eine Studie von Rosenberg und White bei auftretender 
Depigmentierung (Vitiligo) bei Tumorpatienten unter Immuntherapie. Nur die 
Melanompatienten, die mit Tumor-Regression (16%) auf die Therapie ansprachen, 
entwichkelten auch Vitiligo (Rosenberg and White, 1996). Eine Zerstörung des Tumors 
assoziiert mit der Zerstörung von gesunden Melanozyten zeigt, dass gemeinsame Antigene 
von spezifischen T-Zellen erkannt werden (Yee et al., 2000). Die Kombination von TIL und 
IL-2 bei einer Immuntherapie von Melanompatienten führte zu einer höheren Ansprechrate 
(34%) als die Anwendung der einzelnen Komponenten (Rosenberg et al., 1994). Eine 
Verstärkung der Immunantwort gegen den Tumor wurde auch bei Patienten beobachtet, die 
zusätzlich zur Therapie mit HLA-A2-restringierten Peptiden der Antigene Melan A/MART-1, 
Tyrosinase und gp100, den immunstimulierenden GM-CSF-Faktor bekamen (Jäger et al., 
1996). Ein Ansprechen auf eine Immuntherapie zeigten auch Melanompatienten, die ein 
modifiziertes gp100-Peptid (gp100209-217(210M)) in Kombination mit IL-2 im Vergleich zu 
Patienten, die nur mit dem Peptid vakziniert wurden (Rosenberg et al., 1998). Eine partielle 
Tumor-Regression wurde bei 2/12 Melanompatienten, die mit dem Tumor/Testis-Antigen 
MAGE-3 vakziniert wurden, festgestellt (Marchand et al., 1999). Generell zeigt sich, dass 
Therapien mit spezifischen antigenen Peptiden in Kombination mit immunstimulierenden 
Faktoren eine effektivere anti-Tumor Antwort erzeugen als Peptide allein.  
 
Wie schon in Tiermodellen gezeigt wurde, bilden dendritische Zellen (DC), als spezialisierte 
Antigen-präsentierende Zellen, optimale zelluläre Adjuvantien für Vakzinationen bei 
Tumorerkrankungen (Schuler & Steinman, 1997). Erste Erfolge mit Peptid-gepulsten oder 
Tumor-Lysat-gepulsten dendritischen Zellen bei Melanompatienten zeigte eine klinische 
Studie von Nestle und Kollegen (Nestle et al., 1998). Fünf  von sechzehn, mit dieser 
Therapie behandelten Patienten, zeigten eine partielle bis komplette Tumor-Regression.  
 
Bis jetzt ist noch nicht eindeutig, welche der vorhandenen Antigene die effektivste anti-Tumor 
-Antwort vermitteln und wie sie klinisch optimal eingesetzt werden sollten. Jede 
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Immuntherapie bei Tumoren sollte jedoch Strategien enthalten, die ein Tumor-„escape“ 
verhindern.  
 
1.6 Immunmonitorring   
Für Immuntherapien, die auf eine Expansion von Tumor-spezifischen T-Zellen zielen, ist eine 
begleitende Analyse der CTL-Funktion und -Frequenz vor und nach Therapie unumgänglich. 
Das Vorkommen dieser Zellen sollte, wenn möglich in den verschiedenen Kompartimenten 
wie Tumor, peripherem Blut und Lymphknoten untersucht werden. Nach der Identifizierung 
der Melanom-assoziierten Antigene ist es zunehmend möglich geworden, die Antigen-
spezifischen Zellen mit unterschiedlichen Methoden zu untersuchen.  
 
1.6.1 Limiting Dilution Analyse (LDA) 
Für die Frequenzbestimmung von Peptid-spezifischen T-Zellen mit dieser Methode, ist vor 
der Bestimmung der lytischen Kapazität dieser Zellen, eine 10-14-tägige in vitro Expansion 
der Zellen notwendig. Die PBMCs (engl.: peripheral blood mononuclear cells) werden 
zusammen mit dem Peptid/Antigen und Stimulatorzellen in Konzentrationen von 0,3-100 
Zellen /Kavität in 96-Lochplatten pipettiert. Die Reaktivität der ausgewachsenen Zellklone 
wird im 51Chromfreisetzungsversuch untersucht. Somit werden für die Frequenzbestimmung 
nur die Antigen-spezifischen T-Zellen berücksichtigt, die eine lytische Kapazität besitzen und 
zusätzlich ein Langzeit-Wachstumspotenzial aufweisen. Antigen-spezifische CTL, die nach 
der Effektorphase durch eine Antigen-induzierte Apoptose absterben, werden mit LDA nicht 
detektiert. 
Die Frequenzen der Tumor-spezifischen T-Zellen bei unbehandelten Patienten lagen nach 
Bestimmung mit dieser Methode zwischen 0,003%-0,14% im peripheren Blut und zwischen 
0,004%-0,3% in Tumor-befallenen Lymphknoten (Mazocchi et al., 1994). Anichini und 
Kollegen ermittelten bei unbehandelten Patienten für das Peptid Melan A/MART 1 eine 
Frequenz von 0,0005%-0,071% an spezifischen T-Zellen (Anichini et al., 1999).  
 
1.6.2 ELISPOT 
Der ELISPOT-assay (engl.: enzyme-linked immunospot) basiert auf dem Prinzip eines ELISA 
und wird zur Detektion von aktivierten T-Zellen eingesetzt (Czerkinsky et al., 1988). Über  die 
nach der Aktivierung freigesetzten Zytokine können einzelne reaktive Zellen identifiziert 
werden. Dafür werden 96-Kavitäten-Microtiterplatten mit Antikörpern, spezifisch für das zu 
identifizierende Zytokin, beschichtet. Um Antigen-spezifische Zellen zu identifizieren werden 
PBMCs oder isolierte CD8+-oder CD4+-T-Zellen mit dem entsprechenden Antigen für 6 bis 
48 h auf den beschichteten Platten inkubiert. Nach Erkennung des Antigens werden 
Zytokine, wie IFNg von den spezifischen T-Zellen freigesetzt und an die zur Beschichtung 
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eingesetzten Antikörper gebunden. Nach einem Waschgang wird das freigesetzte Zytokin 
mit Enzym-markierten Antikörpern und einem chromogenem Substrat sichtbar gemacht. Die 
entstandenen farbigen „spots“ zeigen die einzelnen reaktiven T-Zellen, die mittels Computer-
gesteuerten Analysesystemen quantifiziert werden können. Die ELISPOT-Methode wird in 
vielen Fällen zur Untersuchung der Frequenz von Antigen-spezifischen Zellen bei 
Tumorpatienten eingesetzt. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass die Zuordnung der Zytokin-
Sekretion zu einer bestimmten Lymphozytenpopulation erst erfolgen kann, wenn die 
entsprechende Zellpopulation vorher aus dem peripheren Blut isoliert wurde. Eine direkte 
Charakterisierung der Antigen-spezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut ist hiermit nicht 
möglich. Ein Vergleich der LDA-Methode mit der ELISPOT-Technik zeigte, dass die mit 
diesen Methoden gemessenen Werte der Frequenzen Antigen-spezifischer T-Zellen ähnlich 
sind (Asai et al., 2001).  
Reynolds und Kollegen untersuchten mit dieser Methode die Immunantwort bei Peptid-
vakzinierten Melanompatienten. Die ermittelten Frequenzen lagen nach der Vakzination für 
die MAGE-3-spezifischen Zellen zwischen 0,002%-0,01%, für die Melan A/MART 126-35-
spezifischen T-Zellen zwischen 0,001%-0,002%, für gp100-spezifische Zellen zwischen 
0,001%-0,01% und für Tyrosinase-spezifische Zellen zwischen 0,001%-0,004% (Reynolds et 
al., 1998).  
 
1.6.3 51Cr-Freisetzungsversuch 
In Chromfreisetzungsversuchen wird die zytotoxische Aktivität von Antigen-spezifischen T-
Zellen untersucht. Entsprechende Zielzellen werden mit dem Isotop 51Cr markiert und 
danach mit den Antigen-spezifischen T-Zellen für 4-5 Stunden inkubiert. Die Erkennung der 
spezifischen Antigene führt bei den T-Zellen zur Freisetzung von Perforin und Granzym und 
damit zur Lyse der Zielzellen. Das von den Zielzellen freigegebene Chrom wird mit 
entsprechenden Messgeräten quantifiziert. Auch diese Methode wurde in vielen Fällen zur 
Frequenzbestimmung von Antigen-spezifischen T-Zellen eingesetzt. Für die Identifizierung 
von spezifischen Zellen aus einer gemischten Kultur oder PBMCs, mit geringer Frequenz an 
Antigen-spezifischen Zellen, ist die Sensitivität dieser Methode zu niedrig. Für ein positives 
Ergebnis im Cr-release-assay ist eine Frequenz von 1 zu 1000 erforderlich. In den meisten 
Fällen ist eine in vitro Expansion der Antigen-spezifischen Zellen erforderlich, was zu 
qualitativen und quantitativen Veränderungen dieser Zellen führen kann (Romero et al., 
1998). Zusätzlich wurden bei Melanom reaktive CD8+-T-Zellen beschrieben, die Zytokine 
wie IFNg und TNFa freisetzen können aber keine zytotoxische Effektorfunktion haben 
(Chakraborty et al., 1998).  
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1.6.4 Tetramere MHC-Moleküle 
Eine erst vor kurzer Zeit entwickelte Methode zur Identifizierung von Antigen-spezifischen T-
Zellen sind die tetrameren MHC-Moleküle (Altman et al., 1997). Hierfür werden mit 
unterschiedlichen Systemen lösliche humane MHC-I-Moleküle exprimiert. Je nach 
Expressionssystem werden die synthetisierten Moleküle entsprechend gereinigt, 
aufkonzentriert und biotinyliert. Danach werden die Moleküle mit unterschiedlichen Antigen-
spezifischen Peptiden beladen und anschließend mit Streptavidin tetramerisiert. Die 
entstandenen Peptid-spezifischen tetrameren MHC-I-Moleküle können mit fluoreszierenden 
Farbstoffen markiert werden und für Analysen am Durchlußzytometer eingesetzt werden. Die 
Färbung spezifischer T-Zellen mit tetrameren MHC-Peptid-Komplexen beruht auf der 
Bindung der Tetramere an die entsprechenden T-Zellrezeptoren. Dieses ist eine sehr 
genaue Methode für eine direkte Quantifizierung von Antigen-spezifischen T-Zellen aus 
peripherem Blut oder gemischten Zellkulturen. Jedoch können hiermit keine Aussagen über 
die Funktionalität der Antigen-spezifischen Zellen gemacht werden.  
Unter Anwendung von spezifischen tetrameren MHC-I-Molekülen konnten Romero und 
Kollegen in Tumor-befallenen Lymphknoten Frequenzen von 0,12%-3,7% an 
Melan A/MART 126-35-spezifischen T-Zellen identifizieren. Die mit spezifischen Tetrameren 
ermittelten Frequenzen der Tyrosinase366-378-spezifischen T-Zellen lagen zwischen 
0%-0,63% (Romero et al., 1998). Im peripheren Blut von Melanompatienten, die mit dem 
Peptid gp100209-217 in Kombination mit dem Zytokin IL12 vakziniert wurden, wurden nach 
Vakzination Frequenzen von 0,2%-2,5% für dieses Peptid spezifische T-Zellen identifiziert 
(Lee K. H. et al., 1999).  
 
1.6.5 Intrazelluläre Zytokinfreisetzung  
Die Durchflußzytometrie bietet zusammen mit neuen Techniken für intrazelluläre 
Zytokinanfärbung mehrere Möglichkeiten für eine genaue Charakterisierung von Antigen-
spezifischen T-Zellen. T-Zellen, die spezifisch aktiviert werden, produzieren nach Erkennung 
ihres Antigens Zytokine wie IFNg, IL-2, IL-4 oder TNFa (Openshaw et al., 1995). Diese 
Reaktion stellt einen ersten Schritt in der zellulär vermittelten Immunantwort dar. Anhand der 
Zytokinexpressionsmuster können sowohl unterschiedliche Lymphozyten-Subpopulation 
identifiziert werden als auch Störungen der normalen T-Zellfunktion festgestellt werden 
(Elson et al., 1995; Picker et al., 1995). Mittels Durchflußzytometrie können die Antigen-
spezifischen T-Zellen auch phänotypisch auf Einzelzellebene charakterisiert werden. Diese 
Untersuchungen wurden erstmals mit CMV-spezifischen Peptiden bei CMV-seropositiven 
Patienten durchgeführt (Suni et al., 1998; Kern et al., 1998). Anlehnend an diese Arbeit 
wurde die Methode für die Untersuchung von Tumor-spezifischen T-Zellen etabliert. Nach 4-
6h Stimulation der Vollblutproben oder PBMCs mit Tumorantigenen unter Zugabe des 
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Sekretionsinhibitors Brefeldin A (BFA) werden die Zellen fixiert, permeabilisiert und 
intrazellulär mit spezifischen fluoresziernden Antikörpern gegen die produzierten Zytokine 
angefärbt. Zusätzlich erfolgt eine Anfärbung der Oberflächnenmarker mit T-Zellspezifischen 
Antikörpern und die durchflußzytometrische Analyse. Dieses ist eine effiziente und 
zeitsparende Methode für die Identifizierung von reaktiven Antigen-spezifischen T-Zellen.  
Mit dieser Methode wurden in Tumor-befallenen Lymphknoten spezifische T-Zellen 
untersucht (Labarriere et al., 1998). Für das Peptid Melan A/MART 127-35 lagen die 
Frequenzen der CD8+ spezifischen T-Zellen zwischen 0-4,9%. Die Frequenz der T-Zellen 
spezifisch für die Peptide Tyrosinase366-378 und gp100280-288 lag bei diesen Untersuchungen 








Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Effektivität neuer Immuntherapien bei Patienten 
mit malignem Melanom auf zellulärer Ebene und unter Verwendung 
durchflusszytometrischer Methoden. Die spezifische Immunantwort sollte sowohl im 
peripheren Blut als auch im Tumor der behandelten Patienten sowie bei einer unbehandelten 
Kontrollgruppe untersucht werden.   
 
Zur Induktion einer Tumor-spezifischen Immunantwort sollten zwei verschiedene 
Vakzinationsstrategien angewandt werden: 
1. Vakzination der Melanompatienten mit Tumor-spezifischen Peptiden und ubiquitären 
Helfer-Antigenen (Recall-Antigene).  
2. Vakzination mit Hybridzellen aus autologen Tumorzellen und allogenen dendritischen 
Zellen.  
 
In beiden Ansätzen sollte die Frequenz der Tumor-spezifischen zytotoxischen T-Zellen im 
peripheren Blut vor und nach Therapie untersucht werden. Die Frequenzen an reaktiven 
Tumor-spezifischen T-Zellen wurden über intrazelluläre Interferong-Färbung nach 
spezifischer Peptid-Stimulation bestimmt. In ausgesuchten Fällen sollte mittels Färbung mit 
Peptid-beladenen tetrameren MHC-Molekülen die Frequenz der CTLs, die eine Tumor-
Spezifität aufweisen aber keine funktionelle Kapazität besitzen, erfasst werden. Die Multi-
Parameter-Durchflusszytometer-Analysen zur Charakterisierung der CTLs sollten Aufschluss 
über den Phänotyp und den physiologischen Status dieser Zellen geben. Ferner sollten in 
dieser Arbeit ex vivo Analysen zur Bestimmung der Zytotoxizität isolierter Tumor-spezifischer 
T-Zellen aus peripherem Blut und Tumorgewebe durchgeführt werden.  
Die bei diesen Untersuchungen gewonnenen Daten sollten zeigen, mit welcher Häufigkeit 
spezifische T-Zellen bei Tumor-Patienten nachzuweisen sind, wie sich die Frequenzen von 
reaktionsfähigen Zellen und Zellen ohne funktionelle Kapazität zueinander verhalten und ob 
in dieser Hinsicht eine Korrelation mit dem Krankheitsverlauf des Patienten besteht.  
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Alle synthetischen Peptide wurden von Dr. Karl-Heinz Wiesmüller bei EMC Microcollections 
hergestellt. Die Synthese wurde mit präaktivierten Aminosäuren an fester Phase mittels 
Fmoc Technik durchgeführt und anschließend per HPLC gereinigt. Die Qualität der Peptide 
wurde mit Hilfe von HPLC und Massenspektrometrie kontrolliert. Die Peptide wurden in einer 
Stammlösung von 20 mg/ml in DMSO bei –80°C aufbewahrt. In Tabelle 2 sind die 
Aminosäure-Sequenzen der verwendeten Peptide aufgeführt. 
 





Melan A/MART-127-35 AAGIGILTV 





















Alle Antikörper, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 3 unter 
Angabe ihrer jeweiligen Spezifität, des Klones und des Fluorochroms aufgelistet.  
 
Tabelle 3: Zusammenstellung der in dieser Arbeit verwendeten Antikörper. 
Durchflusszytometrie 
Antikörper Klon Spezies Isotyp Fluorochrom Hersteller 
 
CD3 SK7 Maus IgG1 PerCP Becton Dickinson 
CD3 SK7 Maus IgG1 APC Becton Dickinson 
CD3zeta 6B10.2 Maus IgG1 PE Santa Cruz 
CD4 SK3 Maus IgG1 PerCP Becton Dickinson 
CD8 SK1 Maus IgG1 PerCP Becton Dickinson 
CD8 SK1 Maus IgG1 APC Becton Dickinson 
CD16 3G8 Maus IgG1 PE Immunotech 
CD25 M-A251 Maus IgG1, k PE Pharmingen 
CD27 L128 Maus IgG2a PE Becton Dickinson 
CD28 CD28.2 Maus IgG1 PE Immunotech 
CD44 G44-26  Maus IgG2b PE Pharmingen 
CD45RA HI 100 Maus IgG2b PE Pharmingen 
CD45RO UCHL1 Maus IgG2b PE Pharmingen 
CD56 B159 Maus IgG1 PE Bender System 
CD57 NC 1 Maus IgM PE Immunotech 
CD69 L78 Maus IgG1 PE Becton Dickinson 
CD71 YDJ1.2.2 Maus IgG1 PE Immunotech 
CD94 HP-3D9 Maus IgG1, k PE Pharmingen 
CD158a EB6 Maus IgG1 PE Immunotech 
CD158b CH-2 Maus IgG2b PE Becton Dickinson 
IFNg 25723.11 Maus IgG1 PE Becton Dickinson 
IL-2 5344.111 Maus IgG1 PE Becton Dickinson 
Ki-67 MOPC Maus IgG1, k PE Becton Dickinson 
NKB1 DX9 Maus IgG1, k PE Becton Dickinson 
NKAT2 DX27 Maus IgG2a PE Becton Dickinson 
Perforin gG9 Maus IgG2b PE Pharmingen 
 





Antikörper Klon Spezies Isotyp Fluorochrom Hersteller 
IgG2a/IgG1 X39/X40 Maus IgG2a/IgG1 FITC/PE Becton Dickinson 
IgG2b 27-35 Maus IgG2b FITC Pharmingen 
IgG1 MOPC Maus IgG1 FITC Pharmingen 
 
Immunhistochemie 
Antikörper Klon Spezies Isotyp Fluorochrom Hersteller 
CD3 AO452 Kaninchen Polyklonal  DAKO 
CD4 MT310 Maus IgG1  DAKO 
CD8 C8/144B Maus IgG1  DAKO 
S100 Z0311 Kaninchen Polyklonal  DAKO 
gp100 HMB45 Maus IgG1  DAKO 
MAGE-1 clone 77-b Maus   Uni Basel 
MAGE-3 clone 57-b Maus   Uni Basel 




Natrium-Heparin Blut (20-40 ml) wurde von Melanompatienten und gesunden Spendern 
durch venöse Blutentnahme gewonnen. Das Tumormaterial der Melanompatienten wurde 
unmittelbar nach der Exzision verarbeitet.  
 
3.1.4 Immunkompetenztest 
Als Maß für die allgemeine Immunkompetenz der Melanompatienten, die mit synthetischen 
Peptiden oder Hybridzellen vakziniert wurden, diente die Bestimmung ihres Reaktionsprofils 
mit Hilfe des Multitest immignost® (Biosyn GmbH, Fellbach). In diesem Test sind 7 Recall-
Antigene (Mérieux-Antigene) enthalten, die, nach vorangegangenen Impfungen oder häufig 
auftretenden früheren Expositionen, bei vielen Menschen eine starke sekundäre 
Immunantwort induzieren. Es handelt sich dabei um Tetanus-Toxoid (550 000 U/ml), 
Diphterie-Toxoid (1,1 * 106 U/ml), Streptokokken-Antigen (2 000 U/ml), Alttuberkulin (300 000 
U/ml) Candida-Antigen (2 000 U/ml), Trychophyton-Antigen (150 U/ml), Proteus-Antigen (150 
U/ml) und Glyzerin als Lösungsmittelkontrolle. Jeder Stempel enthält 30µl der Antigen-
Lösung. Hiervon werden typischerweise 1µl beim Stempeltest als intrakutane Injektion in die 
Haut des Unterarms verabreicht. Eine Rötung der Haut am jeweiligen Stempelkopfabdruck 
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nach 48 Stunden wurde als positive zellvermittelte Immunität gegen das entsprechende 
Antigen gedeutet.  
 
3.1.5 Tetramere MHC Komplexe 
Tetramere MHC Komplexe, spezifisch für die MART-1/Melan-A Peptide, wurden von Dr. K. 
Sparbier in der Arbeitsgruppe von Prof. P. Walden hergestellt. Es wurde ein 
Insektenzellexpressionssystem verwendet, um das humane MHC-I-Molekül HLA-A*0201 zu 
exprimieren. Insektenzellen sind aus mehreren Gründen für die Expression von MHC-
Molekülen geeignet. Die produzierten Moleküle sind peptidfrei, da den Insektenzellen die für 
die Prozessierung, den Transport von Peptiden und die Beladung von MHCs notwendigen 
Proteine fehlen. Peptidfreie MHC-Moleküle sind bei 26°C stabil, was der 
Kultivierungstemperatur für Insektenzellen entspricht.  
 
Als Grundlage für die DNA-Konstrukte wurde ein Insektenzell-spezifischer, kommerziell 
erhältlicher Expressionsvektor pAc5.1/V5-His (Invitrogen) eingesetzt. Der Vektor enthielt 
einen konstitutiv-exprimierenden Ac5-Promotor (Actin-Promotor), an den sich direkt die 
multiple cloning site (MCS) anschließt, ein V5 Epitop für den Nachweis des exprimierten 
Proteins im Immun-Blot, eine Polyhistidin Region, an deren Ende ein Stop-Kodon steht, ein 
SV40-Polyadenylierungs-Signal und für die Selektion in Bakterien ein Resistenzgen für 
Ampicillin. 
 
Nach Überprüfung der MHC-Konstrukte mittels DNA-Sequenzierung wurden Insektenzellen 
(Schneider-2-Zellen) über ein Insektenzell-spezifisches, kationisches Lipid (InsectinPlus, 
Invitrogen) mit diesen sowie dem Konstrukt für humanes ß2m ohne Biotinylierungssequenz 
und His-Tag und dem Selektionsvektor phshsneo (McKeown, Salk Institue, San Diego) ko-
transfiziert. Nach entsprechender Selektion mit Geniticin, in der Regel für 2 bis 4 Wochen, 
wurden die Kulturen auf die Expression von MHC-Molekülen untersucht. Hierzu wurden die 
Kulturüberstände im Immun-Blot mit spezifischen Anti-Seren getestet. Die MHC-
exprimierenden Zelllinien wurden expandiert und die Kulturüberstände für die Isolierung 
löslicher MHCs über mehrere Chromatographieschritte verwendet.  
Das mittels Biotin-Ligase (Avidity, L.L.C., Denver) biotinylierte Produkt wurde nach einem 
weiteren Reinigungsschritt auf einem SDS-Polyacrylamidgel auf Reinheit und auf einem 
Immun-Blot mit Streptavidin-AP (alkalische Phosphatase) auf spezifische Biotinylierung 
überprüft. Die biotinylierten MHC-Moleküle wurden mit den HLA-A*0201-restringierten 
Peptiden der Melan-A/MART-1-Antigene beladen und mittels Streptavidin tetramerisiert. Die 
tetrameren Moleküle wurden dann an den fluoreszierenden Farbstoff APC (Allophycocyanin) 
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gekoppelt. Dieses Material wurde in durchflusszytometrischen Analysen zur Färbung der 
Peptid-spezifischen T-Zellen aus peripherem Blut von Melanompatienten eingesetzt.  
 
3.1.6 Medien, Puffer und Lösungen 
 
Zellkulturmedium 1 
RPMI 1640 mit Glutamax (Seromed, Berlin) 
FKS 10% (Seromed, Berlin) 
Penicillin 50 U/ml, Streptomycin 50 µg/ml, Amphotericin 25 µg/ml (alle GibcoBRL, Karlsruhe) 
 
Zellkulturmedium 2 
RPMI 1640 mit Glutamax (Seromed, Berlin) 
FKS 10% (Seromed, Berlin) 




MEMa mit Glutamax (GibcoBRL, Karlsruhe) 
FKS 5% (Seromed, Berlin) 
Humanserum 5% (PAN Systems, Passau) 
2-Mercaptoethanol (Fluka) 30 µM 
Penicillin 50 U/ml (GibcoBRL, Karsruhe) 
Streptomycin 50 µg/ml (GibcoBRL, Karlsruhe) 
IL-2 50 U/ml 
 
Enzymmedium 
RPMI 1640 (Seromed) 
Kollagenase VIII 560 µg/ml (Sigma) 
DNAse Typ IV 26 µg/ml (Sigma) 
 
PBS 
Phosphatgepufferte Saline (10 x) (Seromed, Berlin) 









3.2.1 Immunhistochemische Färbungen 
Von in Paraffin eingebetteten Tumorproben wurden 4-6 µm dicke Schnitte angefertigt. Nach 
Entparaffinierung und Wärmebehandlung wurden die Schnitte mit spezifischen 
monoklonalen Antikörpern inkubiert. Um die infiltrierenden T-Zellen hinsichtlich ihres 
Phänotyps zu charakterisieren, wurden die Proben mit anti-CD3 (1:500 verdünnt; Dako, 
Hamburg), anti-CD4 (1:200 verdünnt, Dako) und anti-CD8 (1:200 verdünnt) für 20 min bei RT 
inkubiert. Für die Identifizierung der Melanomantigene wurden die Antikörper anti-S100, anti-
HMB45, anti-SM5-1, anti-MAGE-1 und anti-MAGE-3 verwendet. Nach dem Waschvorgang 
erfolgte die Inkubation mit dem Biotin-konjugierten sekundären Antikörper (Dako LSAB-Kit 2) 
für 10 min. Nach dem zweiten Waschvorgang wurden die Proben mit Streptavidin-
Peroxidase und Chromogen als Substrat (Dako AEC Substrate Systems) gefärbt. Die 
Proben wurden erneut gewaschen und mit Hämalaun gegengefärbt.  
 
3.2.2 Zellbiologische Arbeitstechniken 
 
3.2.2.1 Tumorzellisolierung 
Die Tumorzellen wurden aus Metastasen der Patienten mit malignem Melanom (Stadium IV) 
gleich nach der chirurgischen Entfernung isoliert. Nach der Befreiung von Fett- und 
Bindegewebe wurden die Tumorknoten in 3-6 mm große Stücke geschnitten und nach 
Zugabe von Enzymmedium 2-3 Stunden bei 37°C in einem Heizrührwasserbad inkubiert. Um 
größere, unverdaute Gewebestücke von einzelnen Zellen zu trennen, wurde die 
Zellsuspension durch ein steriles Zellsieb (Maschengröße: 40 µm) gegeben. Die Zellen 
wurden 3 mal mit PBS bei RT und 400 x g gewaschen. Die isolierten Tumorzellen wurden 
anschließend in einer Neubauer-Kammer (Neubauer, Marienfeld, Deutschland) gezählt. Die 
Vitalität wurde mittels Typanblaufärbung bestimmt. Die Zellen wurden entweder gleich zur 
Vakzineherstellung verwendet oder kryokonserviert und bei –70°C oder –140°C aufbewahrt.  
 
3.2.2.2 Etablierung von Tumorzelllinien 
Nach Herstellung der Einzelzellsuspension aus Tumorknoten wurden 1x105-1x106 Zellen in 
kleine oder mittlere Zellkulturflaschen (Nunc) pipettiert. Es wurden jeweils Ansätze mit 
Zellkulturmedium 1 bzw. mit Zellkulturmedium 2 angelegt, da sich nach früherer Erfahrung 
ein unterschiedliches Wachstum der Zellkulturen in den einzelnen Medien zeigte. Die 
Kulturen wurden 2-3 Tage bei 37°C und 5% CO2 bis zur Konfluenz kultiviert. Für die 
Expansion der Kulturen wurden die adhärenten Melanomzellen mit PBS gewaschen und zur 
Ablösung der Zellen mit Trypsin (Seromed, Berlin) 1-2 min bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
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Anschließend wurden die Zellen wieder im entsprechenden Medium aufgenommen und 
erneut bis zur Konfluenz kultiviert.  
 
3.2.2.3 Generierung von dendritischen Zellen  
Dendritische Zellen wurden aus Leukapherese-Präparaten gesunder Spender generiert. Die 
Präparate wurden in der Abteilung Transfusionsmedizin der Charité hergestellt. Bei der 
Leukapherese werden PBMCs durch Zentrifugation aus dem peripheren Blut isoliert. 
Durchschnittlich wurden so 7 x 108-5 x 109 PBMCs gewonnen. Diese wurden auf 5-6 50 ml 
Röhrchen (Falcon) verteilt und 4 mal mit PBS gewaschen (Zentrifugation 300 x g; 5 min). Ein 
fünfter Waschschritt wurde mit Zellkulturmedium 1 durchgeführt. Danach wurden die Zellen 
gezählt und mit Zellkulturmedium 1 auf eine Zelldichte von 1,5 x 106 Zellen/ml eingestellt. Die 
Zellen wurden auf 3-fach Bodenkulturflaschen verteilt (Nunc) und für die Monozytenadhärenz 
2,5 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Um die nicht-monozytären nicht-adhärenten 
Zellen zu entfernen, wurden die Kulturen 2 mal vorsichtig mit PBS gewaschen. Für die 
Generierung von dendritischen Zellen aus den adhärenten Monozyten wurde zu den 
Kulturen Zellkulturmedium 1, versetzt mit IL-4 (1000 U/ml) und GM-CSF (50 ng/ml), 
zugegeben. Nach 5 Tagen wurde, um eine Reifung der dendritischen Zellen zu induzieren, 
das Zytokin TNF-a (500 U/ml) für 1-2 Tage den Kulturen zugefügt. Die reifen dendritischen 
Zellen wurden für die Herstellung der Hybridzellvakzine verwendet.  
 
3.2.2.4 Generierung der Hybridzellen 
Die Hybridzellen wurden für die jeweiligen Patienten aus autologen Tumorzellen und 
allogenen dendritischen Zellen mittels Elektrofusion generiert (Stuhler & Walden 1994; 
Trefzer et al, 2000). Hierfür wurden die dendritischen Zellen aus den Kulturflaschen geerntet. 
Sowohl die dendritischen Zellen als auch frisch isolierte oder kryokonservierte Tumorzellen 
wurden 4 mal mit 5% Glukoselösung mit 2% FCS gewaschen. Die Zellen wurden dann in 
Glucose (5%) aufgenommen und in einem Verhältnis von 1 Melanomzellen : 1-3 
dendritischen Zellen und einer Gesamtzellkonzentration von 1-2 x 107 Zellen/ml in die 
Elektrofusionskammern (BioRad) überführt und für 5 Min stehen gelassen. Um ein 
inhomogenes elektrisches Feld zu erzeugen, wurde vor dem Transfer eine Wand der 
Elektroporationskammer mit Wachs behandelt. Danach wurden die beiden Zelltypen zuerst  
für 15 Sek. einem elektrischen Feld (25 V/cm) ausgesetzt, um die Zellen in einer Reihe 
anzuordnen (alignment). Danach wurden für die Zellfusion drei elektrische Impulse von 
jeweils 1000 V/cm bei 25 mF Kapazität angewandt. Die Pulsdauer war jeweils zwischen 1-10 
ms. Anschliessend wurden die Zellen für 5 Min. in den Küvetten stehen gelassen und 
zusammen mit 0.5 ml Relaxationspuffer (100 mM KCL, 3 mM NaCl, 1.25 mM EDTA, 10 mM 
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PIPES, 0.5 mM ATP, pH 6.8) in 15 ml Falcon Röhrchen überführt. Dieselbe Küvetten wurde 
für maximal eine weitere Fusion des gleichen Patienten benutzt. Für jede weitere Fusion 
wurde eine neue Küvette benutzt. Post-Fusion wurde die Vitalität der Zellen mittels 
Trypanblau-Ausschluss bestimmt. Die Zellen wurden danach unmittelbar in den 15 ml Falcon 
Röhrchen mit 200 Gy bestrahlt und nach Entnahme einer Rückstellreserve von 0.1 ml dem 
Patienten intrakutan bzw. subkutan injiziert. Das Gesamtvolumen betrug jeweils ca. 2-3 ml 
und wurde auf 20-30 Injektionsstellen verteilt.  
 
3.2.2.5 Isolierung von Lymphozyten aus Blut 
Den Patienten und gesunden Probanden wurden Blutproben (20-40 ml) mit Na-Heparin-
versetzten Spritzen entnommen. Die Lymphozyten wurden mit Hilfe eines Ficoll-
Dichtegradienten aus dem Blut isoliert. Dazu wurden 2,5 Teile in PBS verdünntes Blut auf 1 
Teil Ficoll Paque (Pharmacia, Freiburg) geschichtet und 20 min mit 600 x g bei RT ohne 
Bremse zentrifugiert. Die Interphase wurde vorsichtig abgenommen, in ein 50 ml Röhrchen 
überführt, mit PBS aufgefüllt und 10 min bei 400 x g bei RT zentrifugiert. Anschließend 
wurden die Lymphozyten in 50 ml Zellkulturmedium 1 aufgenommen und nochmals für 
10 min bei 400 x g bei RT zentrifugiert.  
 
3.2.2.6 Isolierung von Lymphozyten aus Tumorgewebe 
Für die Isolierung von Lymphozyten aus Tumorknoten wurden die Melanommetastasen wie 
unter (3.2.2.1 Tumorzellisolierung) beschrieben behandelt. Die Einzelzellsuspension aus 
Tumorzellen und infiltrierenden Lymphozyten wurde in Zellmedium 1 aufgenommen, in eine 
Zellkulturflasche überführt und 12-20 h bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Nach Adhärenz der 
Melanomzellen wurde der Kulturüberstand mit den nicht-adhärenten Lymphozyten geerntet, 
mit PBS gewaschen und bei 400 x g, 10 min bei RT zentrifugiert. Die Lymphozyten wurden 
dann in T-Zellmedium aufgenommen, in 6-Lochplatten pipettiert und für 5-10 Tage bei 37°C 
und 5% CO2 kultiviert. Alle 2 Tage wurde Medium aus dem Zellkulturüberstand entnommen 
und durch frisches T-Zellmedium ersetzt.  
 
Parallel zu diesen Ansätzen wurde ein Teil der Tumorknoten in 2-4 mm große Stücke 
geschnitten in 6-Flachbodenplatten überführt und mit T-Zellmedium bei 37°C und 5% CO2 
kultiviert. Nach 3-5 Tagen wurden die Tumorstückchen entfernt und die ausgewanderten 
Lymphozyten unter Zugabe von frischem T-Zellmedium weiter kultiviert.  
 
3.2.2.7 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Die Lagerung der Zellen erfolgte bei –140°C. Zu diesem Zweck wurden sie in 1 ml FCS und 
10% DMSO (Serva, Heidelberg) bei einer Dichte von 1 x 106 – 1 x 107 Zellen/ml 
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aufgenommen und in einer mit Methanol gefüllten Einfrierbox (Nunc) bei –70°C eingefroren. 
Hierdurch wird ein kontrolliertes Absenken der Temperatur um 1°C/min gewährleistet. 
Danach wurden die Proben bei –140°C aufbewahrt.  
Zur Revitalisierung wurden die Zellen schnell auf 37°C erwärmt, mit Zellkulturmedium 1 in 
einer Verdünnung von 1:50 versetzt und zentrifugiert (400 x g, 10 min, bei RT). Anschließend 
konnten sie unter den für sie geeigneten Bedingungen weiter kultiviert werden.  
 
3.2.2.8 Kultur von Standardzelllinien 
B-Lymphom-Zelllinien wurden als Zielzellen verwendet, um die Reaktion von T-Zellen auf 
verschiedene Peptide zu testen. Die T2-Zelllinie hat eine Defizienz im TAP-Transportsystem 
und präsentiert somit keine zelleigenen MHC-I-Peptide auf ihrer Oberfläche. Da sie eine 
Deletion im Bereich der MHC-II-Gene aufweist, werden von ihr keine MHC-II-Moleküle 
exprimiert. Diese Zellen exprimieren leere HLA-A2.1 Moleküle und eigenen sich deshalb zur 
Präsentation von exogenen MHC-I restringierten Peptiden. Die T2-Zelllinie wurde in 
Zellkulturmedium 1 kultiviert. Die NK-sensitive Zelllinie K562 und die Zelllinie JY wurden in 
RPMI 1640 mit 7 % FCS kultiviert.  
 
3.2.2.9 Isolierung von antigenspezifischen T-Zellen 
Die Melanomantigen-spezifischen T-Zellen wurden aus PBMCs von Hybridzell-vakzinierten 
Melanompatienten mittels MACS-Technik isoliert. Diese Technik beruht auf der Verwendung 
von monoklonalen Antikörpern, die mit paramagnetischen Partikeln gekoppelt sind. Dieser 
Partikel-Antikörperkomplex ist mit 50 nm im Durchmesser ca. tausendmal kleiner als ein 
Lymphozyt und bindet an die Antigen-tragenden Zellen. In einem starken Magnetfeld lassen 
sich dann die an die Partikel gebundenen Zellen von den übrigen Zellen, die das Antigen 
nicht besitzen, trennen. Verwendet wurde der IFN? Secretion Assay Kit (Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach), mit welchem IFNg produzierende Zellen detektiert werden können. 
Hierfür wurden 5 x 106 – 1 x 107 isolierte PBMCs in 2 ml RPMI mit 0,1% BSA und 5 µg/ml 
von den Peptiden Melan A/MART-127-35 oder Melan A/MART-126-35 bei 37°C und 5% CO2 
inkubiert. Nach 1 Stunde wurden 2 ml RPMI mit 20% FCS zugegeben und weitere 3 Stunden 
inkubiert. Danach wurden die Ansätze gevortext und für 10 min bei 250 x g zentrifugiert. Das 
Zellpellet wurde vorsichtig gelöst und mit 20 µl Catch Reagent 5 min auf Eis inkubiert. Dieses 
Reagenz enthält durch Kopplung bispezifische monoklonale Antikörper, die einerseits IFNg 
erkennen und andererseits auf der Zelloberfläche an das CD45 Leukozytenantigen binden. 
Nach Zugabe von 10 ml RPMI mit 10% FCS wurden die Ansätze 45 min bei 37°C und 5% 
CO2 geschüttelt. Das nach Peptidstimulation produzierte und aus der Zelle austretende IFNg 
wird in diesem Inkubationsschritt an die IFNg spezifischen mAK von der Zelloberfläche 
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gebunden. Das nicht gebundene IFNg wurde in dem darauffolgenden Waschvorgang mit 
Puffer (PBS mit 0,5% BSA und 2 mM EDTA) und anschließender Zentrifugation (250 x g, 10 
min, 4°C) entfernt. Danach wurden die Zellen mit einem sekundären, PE-markierten IFNg-
spezifischen Antikörper für 10 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die 
Inkubation mit einem anti-PE, mit magnetischen Partikeln gekoppelten mAK für 15 min bei 
4°C. Der Überschuss an Antikörpern wurde in einem erneuten Waschvorgang entfernt. Das 
Zellpellet wurde in 500 µl Puffer aufgenommen und auf die Separationssäule (MiniMACS-
Separator) aufgetragen und 3 mal mit je 500 µl Puffer gespült. Um eine höhere Ausbeute an 
antigen-spezifischen Zellen zu erlangen, wurde das Eluat erneut auf eine frische 
Separationssäule aufgetragen. Nach der Entfernung der Separationssäulen aus dem 
magnetischen Feld wurden die IFNg sezernierenden Zellen aufgefangen, mit Puffer 
gewaschen und mit T-Zellmedium bei 37°C und 5% CO2 kultiviert.  
 
3.2.2.10 Generierung von antigenspezifischen T-Zellen 
Die antigenspezifischen T-Zellen wurden aus Lymphozytenkulturen generiert. Aus Natrium-
Heparinblut der Melanompatienten wurden PBMCs isoliert und in T-Zellmedium 
aufgenommen. Die Zellen wurden in einer Dichte von 1-5 x 106 Zellen/ml in 12-
Flachbodenplatten oder 6-Flachbodenplatten pipettiert. Je nach HLA-Typ wurden die 
entsprechend restringierten Peptide jeweils einzeln in einer Konzentration von 1 µg/ml 
zugegeben. In manchen Ansätzen wurde die Hälfte der Zellen für 30 min mit 5 µg/ml 
Peptiden inkubiert, danach 2 mal mit PBS gewaschen, in T-Zellmedium aufgenommen und 
mit 30 Gy bestrahlt. Die bestrahlten und peptidbeladenen Zellen wurden als Stimulatorzellen 
zu den unbehandelten PBMCs gegeben. Die Kulturen wurden dann bei 37°C und 5% CO2 für 
5-7 Tage kultiviert und danach für weitere Untersuchungen verwendet. Alle 10-12 Tage 




Die zytotoxische Aktivität von Effektorzellen (CTL) wurde über die Freisetzung von 51Chrom 
untersucht. Als Zielzellen für die CTLs wurden T2-Zellen, peptidgepulste T2-Zellen, K562-
Zellen und eingesetzt. Die CTLs waren entweder isolierte antigen-spezifische T-Zellen, 
antigen-spezifische T-Zellen aus bulk Kulturen oder tumorinfiltrierende T-Zellen. Die 
Versuche wurden in 96-Rundbodenplatten in Doppelansätzen durchgeführt. Zunächst 
wurden 5 x 106 Zielzellen in 100 µl RPMI 1640/20% FCS aufgenommen, mit 100-200 µl 51Cr-
Natriumchromatlösung (Amersham, Braunschweig; 3,7 x 107 Bq/ml) versetzt und bei 37°C 
und 8% CO2 inkubiert. Nach 1 h wurden die Zellen 3 mal mit 1 ml RPMI 1640/10% FCS 
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gewaschen, in MEMa-Medium mit 0,1% BSA aufgenommen und mit den entsprechenden 
Melanompeptiden (10 µg/ml) 1 h bei 37°C und 8% CO2 inkubiert. Danach wurden die 
Zielzellen 2 mal mit 1 ml RPMI 1640/10% FCS gewaschen und mit einer Neubauer-Kammer 
die Zellkonzentration bestimmt. Die Zahl der Zielzellen wurde auf 5  x 104 Zellen/ml 
eingestellt. Pro Ansatz wurden 5 x 103 51Cr-markierte Zielzellen in einem Volumen von 100 µl 
zu einem gleichen Volumen von Effektorzellen zugegeben. Die Effektorzellen wurden vorher 
in unterschiedlichen Konzentrationen auf die 96-well Platte pipettiert, so dass das Verhältnis 
der Effektorzellen : Zielzellen von 20 : 1 bis 0,6 : 1 ausreichte. Die Effektorzellen wurden mit 
den Zielzellen für 5 h bei 37°C und 8% CO2 inkubiert. Danach wurden 50 µl des Überstandes 
auf Fest-Szintillator-Platten überführt und die Platten im 50°C-Trockner getrocknet. Die 
freigesetzte Radioaktivität wurde mit einem Beta-Counter (Packard, Dreieich) gemessen. Als 
Referenz dienten die spontane und die totale 51Cr-Freisetzung, im ersten Fall wurden die 
Zielzellen ohne CTLs, im zweiten Fall mit dem Detergenz Saponin unter den gleichen 
Bedingungen inkubiert. Die spezifische Lyse wurde nach folgender Formel berechnet: 
 
 





Die phänotypischen und funktionellen Eigenschaften der Lymphozyten wurden mittels 
Durchflusszytometrie untersucht. Mit Hilfe von mAK, an die Fluorochrome gekoppelt sind, 
kann die Expression und die Dichte von Molekülen auf der Zelloberfläche und in der Zelle 
untersucht werden. Die Methode ermöglicht die simultane Messung der relativen Zellgröße, 
der Granularität sowie drei bis vier verschiedener Fluorochrome für mehrere tausend 
Einzelzellen. Im Durchfluss werden die Zellen über einen Laserstrahl mit einer Wellenlänge 
von 488 nm oder 595 nm angeregt und entsprechend der physikalischen Eigenschaften und 
der Fluoreszenzmarkierung kommt es zur Streuung des Lichtes und zur 
Fluoreszenzlichtemission durch die Fluorochrome. Das gestreute und emittierte Licht wird 
durch Photodetektoren erfasst. Von den Streueigenschaften der Zelle wurden das 
Vorwärtsstreulicht (forward scatter FSC), das ein Maß für die Größe der Zelle darstellt, und 
das 90°-Streulicht, das ein Maß für die Granularität darstellt, gemessen. Die Emission der 
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe wurde in 90°-Richtung aufgenommen. Der 
Fluoreszenzfarbstoff FITC emittiert bei 525/50 nm (FL 1), PE bei 575/25 nm (FL 2), PerCP 
(FL 3) bei 680/30 nm und APC bei 660/40 nm (FL 4). Die Analysen erfolgten jeweils an 
einem FACScan™ (Becton Dickinson, Heidelberg) oder im Fall von 4-Farbmessungen an 
cpm (Versuchsanatz) – cpm (Spontanfreisetzung) 
cpm (Totalfreisetzung) – cpm (Spontanfreisetzung) 
x 100 
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einem FACS-Calibur™ (Becton Dickinson) mit der Software CellQuest™ (Becton Dickinson). 
Die verwendeten Antikörper sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Abhängig von der 
Fragestellung wurden verschiedene Protokolle verwendet.  
 
3.2.4.1 Phänotypische Analyse von Oberflächenmolekülen 
Für die Analyse von Oberflächenmolekülen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 
PBS mit 0,1% BSA und 0,01% NaN3 (Fluka, Deisenhofen) aufgenommen. Für jeden Ansatz 
wurden 5 – 10 x 105 Zellen mit bis zu 4 verschiedenen Fluorochrom-markierten mAK 
(1 - 2 µg/ml) in einem Volumen von 50 µl für 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach 
wurden die Zellen 2 mal mit PBS/0,1 % BSA/0,01 % NaN3 gewaschen, in 200 µl der gleichen 
Lösung aufgenommen und anschließend im Durchflusszytometer analysiert.  
 
3.2.4.2 Phänotypische Analysen von intrazellulären Molekülen 
Die Analyse von intrazellulären Molekülen erfordert, dass die Zellen fixiert und 
permeabilisiert werden. Zu diesem Zweck wurden die Zellen 10 min bei RT im Dunkeln mit 
FACS™ Lysing Solution (Becton Dickinson, Heidelberg) inkubiert. Dies ist ein hypotoner 
Puffer, der auch für die Lyse von Erythrozyten verwendet wurde und Paraformaldehyd (PFA) 
für die Zellfixierung enthält. Nach einem Waschschritt mit PBS/0,1% BSA/0,1% NaN3 erfolgte 
die Inkubation mit FACS™ Permeabilization Solution (Becton Dickinson, Heidelberg) für 
10 min bei RT im Dunkeln. Dieser Puffer enthält ebenfalls PFA, zusätzlich aber das 
Detergenz Saponin, wodurch die Zellmembranen permeabilisiert werden. Anschließend 
wurden die Zellen mit PBS/0,1% BSA/0,1% NaN3 gewaschen und 30 min mit den 
entsprechenden mAK bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Ansätze wurden nach dem 
Waschschritt entweder sofort, oder nach 12-24 h in Durchflusszytometer analysiert.  
 
3.2.4.3 Funktionelle Analyse von Lymphozyten 
Die funktionelle Analyse von Lymphozyten aus peripheren Blut zur Bestimmung der 
Frequenzen von antigen-spezifischen T-Zellen erfolgte anhand der intrazellulären IFNg 
Produktion nach Antigenstimulation (Kern et al., 1998). Die Frequenz der antigen-
spezifischen T-Zellen wurde entweder direkt im Vollblut, in isolierten PBMCs oder in 
isolierten TILs bestimmt. Die Blutproben wurden von Melanompatienten vor der Vakzinierung 
sowie 1 und 2 Tage nach der Vakzinierung entnommen. Für die Frequenzbestimmungen im 
Vollblut wurden 500 µl Blut pro Ansatz mit jeweils 10 µg/ml der entsprechenden HLA-
restringierten Peptide für 1 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Bei den Ansätzen mit isolierten 
PBMCs und TILs wurden die Zellen (2-3 x 106) jeweils in 500 µl RPMI 1640 und 0,1% BSA 
aufgenommen, mit Peptiden versetzt (10 µg/ml) und in schräger Lage (5° Winkel) unter den 
üblichen Kulturbedingungen inkubiert. Nach 1,5 h wurden zu den Vollblutproben 10 µg/ml 
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Brefeldin A (BFA; Sigma) gegeben und die Inkubation fortgesetzt. Zu den Ansätzen mit 
PBMCs wurden nach 1 h 500 µl RPMI 1640 mit 20% FCS und 10 µg/ml BFA hinzugefügt und 
die Inkubation fortgesetzt. BFA inhibiert den Vesikel-Transport vom ER zum Golgi-Apparat 
(Misumi et al., 1986), dadurch kommt es zur Akkumulation von Proteinen in der Zelle. Nach 
5 h wurde zu allen Ansätzen EDTA (2 mM) pipettiert, gevortext und für 10 – 15 min unter den 
üblichen Kulturbedingungen inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde nochmals gevortext, mit 
PBS gewaschen und wie (in 3.2.4.2 Phänotypische Analysen von intrazellulären Molekülen) 
beschrieben mit FACS™ Lysing und FACS™ Permeabilization Solution inkubiert. Danach 
erfolgte die Färbung mit den spezifischen Antikörpern für 30 min bei RT und Dunkelheit.  
 
Als Referenzen wurden Ansätze ohne Peptide und Ansätze mit Kontrollpeptiden verwendet. 
Als Kontrollpeptide für die HLA-A1+ positiven Patienten wurden das HLA-A2-restringierte 
Peptid MAGE-3271-278 und das CMV Peptid CMVpp65 eingesetzt. Für die HLA-A2+ Patienten 
wurden das HLA-A1-restringierte Peptid MAGE-3 und  CMVpp65 verwendet. Für die 
Positivkontrollen wurden die Zellen mit PMA (50 ng/ml) und Ionomycin (1 µg/ml) stimuliert 
und wie oben beschrieben behandelt. Anstelle von Tumor-spezifischen Peptiden wurden in 
einigen Fällen zur Stimulation auch Tumorzellen des jeweiligen Patienten oder als Kontrollen 
allogene Tumorzellen eingesetzt.  
Für die Frequenzanalyse von Tumor-spezifischen CD8+-Zellen wurde folgende 
Antikörperkombination verwendet: anti-CD3-APC, anti-CD8-PerCP, anti-CD69-PE, und anti-
IFNg-FITC (genauere Angaben siehe Tabelle 3). Für eine detaillierte Charakterisierung der 
IFNg-produzierenden Lymphozytenpopulation wurden anstelle von anti-CD69-PE alle 
anderen in Tabelle 3 angegebenen PE-gekoppelten Antikörper verwendet. Zur 
phänotypischen Analyse wurden in einigen Fällen anstelle des anti-CD3-APC Antikörpers 
peptidspezifische tetramere MHC-Moleküle eingesetzt. Pro Ansatz wurden bis zu 1 x 106 
Zellen im Durchflusszytometer analysiert.  
 
3.2.4.4 Tetramer-Färbung 
Für die Identifizierung der Peptid-spezifischen T-Zellen, die durch eventuelle 
Funktionsstörungen auf eine Stimulation mit den eingesetzten Peptiden nicht reagieren 
können, wurden tetramere MHC-I-Moleküle verwendet. Diese Moleküle, beladen mit den 
Peptiden Melan A/MART 126-35 oder Melan A/MART 127-35, wurden für die 
durchflusszytometrischen Analysen in der vierten Fluoreszenz eingesetzt. Bei der 
Optimierung der Tetramer-Färbung zeigte sich, dass diese, wenn bereits vor der Stimulation 
der Zellen oder erst nach Permeabilisation der Zellen durchgeführt, durch eine nur schwache 
Bindung der Tetramere an den TCR beeinträchtigt wurde. Die Färbung mit den tetrameren 
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MHC-Molekülen erfolgte daher unmittelbar nach Stimulation der PBMCs mit den 
entsprechenden Peptiden. Nach 5,5 h Inkubation mit den Peptiden und nachfolgender 
EDTA-Behandlung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, zentrifugiert und mit tetrameren 
MHC.-Molekülen für 30 min auf Eis und bei Dunkelheit inkubiert. Danach wurden die Zellen 
mit Waschpuffer gewaschen und in den nachfolgenden Schritten für die intrazelluläre IFNg-
Färbung wie oben beschrieben behandelt.  
 
3.2.4.5 Bestimmung der T-Helferzell-Aktivität 
Nach Induktion einer zellvermittelten Immunität durch Injektion der Recall-Antigene (siehe 
auch 3.1.4 Immunkompetenztest) wurde die CD4+-T-Zellantwort auf diese Antigene im Blut 
untersucht. Hierfür wurden 500 µl Vollblut mit 5 µl Antigen aus dem Stempelkopf für 1,5 h bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert. Die optimale Antigenkonzentration wurde vorher in einer 
Verdünnungsreihe bestimmt. Nach dieser Inkubation wurden den Proben 10 µg/ml BFA 
zugegeben und weitere 4 h inkubiert. Danach wurde die intrazelluläre Färbung wie unter 
3.2.4.2 Phänotypische Analysen von intrazellulären Molekülen beschrieben, durchgeführt. 
Die antigenspezifischen CD4+ T-Zellen wurden mit folgenden Antikörperkombinationen 
gefärbt: anti-CD4-PerCP, anti-CD69-PE, anti-IFNg-FITC oder anti-CD4-PerCP, anti-IFNg-PE 
oder anti-IL-2-PE oder anti-IL-4-PE und anti-CD3-FITC.  
 
3.2.4.6 Auswertung der Fluoreszenzen 
Zur Auswertung der durchflusszytometrischen Daten wurde die Software CellQuest™ 
(Becton Dickinson) verwendet. Die erhaltenen Informationen wurden in Form eines 
Punktdiagramms (dot plot) dargestellt (Abbildung 2). Die interessierende 
Leukozytenpopulation wurde nach sequentieller Eingrenzung identifiziert. Als erstes wurde 
die Lymphozytenpopulation in der Parameterkombination Vorwärtsstreulicht (=Größe) gegen 
Seitwärtsstreulicht (=Granularität) eingegrenzt (Abbildung 2, gekennzeichnet als Region 1, 
R1). Das Streulichtdiagramm ist unabhängig von der Antikörperbindung an 
Oberflächenantigene von Zellen, für jede Markierung konstant und kann daher zum 
Erkennen und zum Eingrenzen der einzelnen Zellpopulationen verwendet werden.  




Abbildung 2: Lymphozytenpopulation (R1) im Streulichtdiagramm. Oberhalb dieser Population sind 
die Monozyten und Granulozyten zu erkennen.  
 
Die Lymphozytensubpopulationen wurden anhand der spezifischen Markierung mit den mAK 
identifiziert. Hierfür wurde die Lymphozytenpopulation aus R1 im Seitwärtsstreulicht gegen 
den CD8-Marker aufgetragen (Abbildung 3). Die CD8+-Population wurde eingegrenzt und im 
nächsten Auswertefenster die Fluoreszenzeigenschaften dieser Population in FL1 und FL2 
dargestellt. 
 
Abbildung 3: CD8+ Population im Seitwärtsstreulicht. Die CD8 hoch exprimierende und intermediär 
exprimierende Population wurden für die Berechnung der Frequenz IFNg-produzierender Zellen in der 
3-Farben FACS-Analyse miteinbezogen  
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Bei der 4-Farbenanalyse wurde nach der Eingrenzung der Lymphozytenpopulation die 
Population der CD8+ T-Zellen in FL3 und FL4 dargestellt (Abbildung 4). 
 
Abbildung 4: Charakterisierung der Lymphozytenpopulation mit dem anti-CD8 mAK in FL3 und anti-
CD3 mAK in FL4. Die CD8/CD3 doppelt positiven Lymphozyten wurden für die Berechnung der 
Frequenz IFNg-produzierender Zellen in der 4-Farben FACS-Analyse miteinbezogen 
 
Die im Seitwärtsstreulicht positiven CD8-Zellen oder die doppelt positiven CD3+/CD8+ Zellen 
wurden dann auf die Expression der Aktivierungsmarker CD69 in FL2 und IFNg in FL1 
untersucht (Abbildung 5).  
 
Abbildung 5: Charakterisierung der CD8+-T-Zellpopulation nach Peptidstimulation mit den 
Aktivierungsmarkern CD69 in FL2 und IFNg in FL1. Die doppelt positive Zellpopulation im oberen 
rechten Quadranten wurde für die Frequenzbestimmung dieser Zellen im peripheren Blut und Tumor 
verwendet.  
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Der Anteil der CD8+ T-Zellen, die nach Aktivierung sowohl CD69 exprimieren als auch IFNg 
produzieren, wurde mit dem Statistikprogramm der CellQuest™ Software (Becton Dickinson, 
Heidelberg) berechnet.  







Die Erkennung von MHC-I-restringierten Peptiden des Tumors erfolgt über spezifische CD8+-
zytotoxische T-Lymphozyten. Zur optimalen Aktivierung dieser Zellen wird die Hilfe von 
MHC-II-restringierten CD4+ T-Helferzellen benötigt. Um eine allgemeine Aktivierung der 
CD4+ T-Zellen zu induzieren, wurden in dieser klinischen Studie Melanom-assoziierte 
Peptide zusammen mit sogenannten Recall-Antigenen für die Immuntherapie von 
Melanompatienten eingesetzt. Spezifische CD8+ T-Zellen reagieren MHC-I-restringiert auf 
die präsentierten Tumorpeptide, während die CD4+ T-Zellen auf die über MHC-II 
präsentierten Recall-Antigene reagieren. Die natürlich vorkommenden Antigene (Merieux-
Antigene oder Recall-Antigene) aus dem Multitest immignost® (Biosyn GmbH, Fellbach) 
führen bei einem Großteil der Bevölkerung zu Th1-Reaktionen. Die für diese Antigene 
spezifischen CD4+ memory-T-Zellen werden nach dem Kontakt mit den über APCs 
präsentierten Recall-Antigenen reaktiviert und zur Produktion von IL-2 angeregt. Durch 
dieses Zytokin wird die Proliferation der auf die Melanompeptide spezifisch reagierenden 
CD8+ T-Zellen angeregt. Zu den eingesetzten Recall-Antigenen gehören das Tetanus-
Toxoid, Diphterie-Toxoid, Streptokokken-Antigen, Alt-Tuberkulin, Candida-Antigen, 
Trychophyton und Proteus in Glycerin als Lösungsmittel. Nach zurückliegenden Impfungen 
oder anderweitigen früheren Expositionen induzieren diese Antigene eine starke sekundäre 
Immunantwort und eignen sich daher als Th-Antigene zur Unterstützung einer Tumor-
spezifischen Peptid-Vakzinationen. Die Reaktion der Patienten auf die einzelnen Recall-
Antigene wurde vor der Therapie mit einem Stempeltest untersucht. Nur diejenigen 
Patienten, die noch mindestens auf eines der Recall-Antigene eine Reaktion zeigten, wurden 
in die Studie einbezogen. Hiermit wurde sichergestellt, dass im Gegensatz zu anderen 
Immunisierungsstrategien, wie z.B. mit KLH als Helferantigen, hier schon Antigen-
spezifische CD4+ T-Zellen vorhanden sind und das Immunsystem des Tumorpatienten noch 
in der Lage ist, eine Th-Antwort zu generieren. Diese Therapie eignete sich zur Induktion 
einer spezifischen Immunantwort bei Melanompatienten mit wenig Tumormasse oder 
inoperablem Tumor.  Die Effektivität der Induktion von Recall-Antigen-spezifischen CD4+ T-
Zellen und der Tumor-Antigen-spezifischen CD8+ T-Zellen wurde mittels intrazellulärer IFNg-
Färbung nach Peptid-Stimulation im Durchflusszytometer untersucht.  
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4.1.2 Patienten 
An der Studie nahmen vier Melanompatienten im Krankheitsstadium IV teil. Zwei von ihnen 
erhielten vor der Behandlung eine Chemotherapie. Bezüglich des HLA-Typus waren zwei der 
Patienten HLA-A1+ und zwei HLA-A2+. Generell wurde zu Beginn ein Immunkompetenz-Test 
mit den Recall-Antigenen durchgeführt. Das Reaktionsprofil des Immunsystems gegenüber 
den getesteten Antigenen gibt Aufschluss über die allgemeine Immunkompetenz der 
Patienten und ermöglicht es, die geeigneten Th-Antigene zu ermitteln. Es handelt sich um 
einen Stempeltest, der intradermal auf die Haut des Unterarms appliziert wird. Sofern die 
Patienten auf die jeweiligen Antigene reagierten, kam es infolge der Infiltration von reaktiven 
Zellen zu einer Rötung und einer Induration an der Injektionsstelle. Nach 48 h wurde der 




Die Immunisierung der Patienten mit den Peptiden und den als positiv identifizierten Recall-
Antigenen erfolgte intradermal in Regionen mit intakten Lymphknoten am Oberschenkel, 
Bauch und Arm. Die Vakzination wurde alle vier Wochen wiederholt.   
 
Die HLA-A1+ Patienten HKR und ARU erhielten jeweils 200 µg der Peptide MAGE-1161-169 
und MAGE-3168-176 (Peptidsequenz siehe Tabelle 1), die vorher mit den positiv identifizierten 
Recall-Antigenen vermischt wurden. Bei Patient HKR waren dies Tetanus-Toxoid (16500 IU), 
Diphterie-Toxoid (33000 IU), inaktiviertes Streptokokken-Antigen (60 IU), Alttuberkulin 
(900 IU) und inaktiviertes Proteus-Antigen (45 IU). Das Gesamtvolumen betrug 100µl. Diese 
Vakzine wurde 8 mal verabreicht. Patient ARU zeigte eine positive Reaktion auf Tetanus-
Toxoid und inaktiviertes Candida-Antigen. Eine dementsprechende Vakzine wurde 4 mal 
appliziert.  
 
Die HLA-A2+ Patienten HIG und KBI zeigten beide eine positive Reaktion auf Alttuberkulin 
und inaktiviertes Proteus-Antigen. Die Vakzine enthielt diese Antigene und jeweils 200 µg 
der Peptide MAGE-3271-278, MART-1/Melan A26-35, MART-1/Melan A27-35, Tyrosinase366-378, 
gp100154-162, gp100280-288, gp100476-485, gp100457-466 und gp100209-217 (Peptidsequenz siehe 
Tabelle 1). Patient HIG wurde 8 mal und Patient KBI wurde 3 mal mit den entsprechenden 
Vakzinen geimpft.  
 
Die allgemeine Reaktion auf die Immuntherapie wurde vier Wochen nach der 3. Vakzination 
mittels klinischer Untersuchungen wie CT und Ultraschall evaluiert. Ein klinisches 
Ansprechen wurde als komplette Remission (CR) bei einem vollständigen Rückgang des 
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Tumors, als partielle Remission bei mehr als 50% Rückgang und als stabile Erkrankung bei 
Progression bis 25% oder Rückgang bis 50% der Tumormasse definiert. Die Behandlung 
wurde von allen Patienten gut vertragen, es gab keine nennenswerten Nebenwirkungen, 
außer lokaler Reaktionen an der Injektionsstelle und in manchen Fällen erhöhte Temperatur.  
 
4.1.4 Klinisches Ansprechen 
Es wurde bei keinem Patienten eine deutliche Tumorremission beobachtet. Nennenswert ist, 
dass es bei einem der vier Patienten zu einem Wachstumsstillstand des Tumors kam, wie 
durch die CT-Untersuchung gezeigt werden konnte. Nach einer Hochdosis-
Chemoimmuntherapie zeigte Patient ARU eine Progression von bekannten 
Lebermetastasen. Nach drei Zyklen Peptidvakzinierung wurde eine Stabilisierung der 
Lebermetastasen (SD) festgestellt. Bei Patient HIG wurden Lebermetastasen und 
Nierenmetastase eines Aderhautmelanoms diagnostiziert. Nach drei Zyklen 
Peptidvakzinierung erfolgte eine progrediente Lebermetastasierung. Bei Patient HKR wurden 
Leber- und Lungenmetastasen festgestellt. Dieser Patient zeigte eine Progredienz unter drei 
verschiedenen Chemotherapien. Nach drei Zyklen Peptidvakzinierung erfolgte eine 
progrediente Metastasierung der vorhandenen Metastasen. Bei Patient KBI wurden 
Lebermetastasen und cerebrale Melanommetastasen diagnostiziert. Nach drei Zyklen 
Peptidvakzinierung wurde eine progrediente Lebermetastasierung festgestellt.  
 
4.1.5 Immunhistologie 
Die Tumorpräparate (Paraffinschnitte) der o.g. Patienten wurden immunhistologisch auf das 
Vorhandensein von Tumorantigenen und T-Zellinfiltraten untersucht. Als Tumormarker 
wurden spezifische mAK gegen die Tumorantigene Tyrosinase, gp100, Melan A/MART 1, 
MAGE 1 und MAGE 3 eingesetzt. Die infiltrierenden T-Zellen wurden mittels mAK gegen die 
Oberflächenmoleküle CD3, CD4 und CD8 charakterisiert. Die Ergebnisse der 
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Tabelle 4: Immunhistologische Untersuchungen von Melanommetastasen der mit Peptid-Vakzine 
behandelten Patienten mittels mAK gegen Tumormarker (Tyrosinase, gp100, Melan A/MART 1, 
MAGE 1/3) und  mAK gegen T-Zellmarker (CD3, CD8, CD4). Quantifizierung: +++, 80-100% der 
Zellen positiv; ++, 50-80% der Zellen positiv; +, 20-50% der Zellen positiv; (+), 5-20% der Zellen 
positiv; -, 0-5% der Zellen positiv.  
HLA-A*01 
Patienten 





HKR ++ (+) - - - + + 
ARU (+) - - - (+) (+) + 
 
 
Bei Patient HKR zeigten die Tumorzellen immunhistologisch nur eine geringe Anfärbung 
(5%) für die eingesetzten Tumormarker. Die infiltrierenden T-Zellen in dieser Probe 
exprimierten das CD3 Molekül, jedoch nur in geringem Maße CD8. Es wurden keine CD4+ T-
Zellen detektiert. Bei Patient ARU waren die Tumorzellen ebenfalls nur schwach positiv für 
die Tumorantigene. Es wurde nur eine geringe Anzahl (5%) von CD3+ T-Zellen im 
Tumormaterial identifiziert.  
Der Patient HIG zeigte im Tumor eine höhere Expression der Tumorantigene. 70% der 
Tumorzellen exprimierten bei diesem Patienten die Antigene gp100 und Melan A/MART 1. 
Hinsichtlich des T-Zellinfiltrats war der Tumor dieses Patienten negativ. Von Patient KBI war 
kein Tumormaterial für histologische Untersuchungen verfügbar.  
Die Biopsien, die 24 h oder 48 h nach der Injektion aus der Injektionstelle entnommen 
wurden, zeigten ein starkes CD4+-Infiltrat und weniger infiltrierende CD8+-Zellen. Ein Beispiel 
ist für Patient HKR in (Abbildung 3, Anhang) gezeigt.  
 
4.1.6 Induktion von Recall-Antigen-spezifischen CD4+ T-Zellen 
Vor der Vakzination, sowie 24 h und 48 h danach wurden die Frequenzen der Recall-Antigen 









HIG - - - - ++ ++ - / - 
KBI 
 
      kein Tumormaterial verfügbar 
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Aufschluss über die Induktion einer Th-Antwort geben. Patient HIG zeigte eine intensive 
Hautreaktion gegen Proteus-Antigen und Tuberkulin. Im peripheren Blut konnten in vitro, 
nach Stimulation mit diesen Antigenen, mittels intrazellulärer Zytokinfärbung Antigen-
spezifische CD4+ T-Zellen identifiziert werden. Im Vakzinationszyklus 1 und 2 wurden keine 
Messungen der Recall-Antigen-spezifischen T-Zellen durchgeführt. Ein signifikanter Anstieg 
der Tuberkulin-spezifischen CD4+ T-Zellen zeigte sich nach der 3. Vakzination, von 0,23% 
vor der Vakzination auf 0,42% zum Zeitpunkt 48 h nach der Vakzination. Während der 4. 
Vakzination zeigte sich innerhalb von 24h ein Anstieg der Proteus-spezifischen CD4+ T-
Zellen von 0,07% auf 0,51% mit einem Rückgang auf 0,02% nach 48 h (Abbildung 6). Die 
Anzahl der Tuberkulin-spezifischen CD4+ T-Zellen stieg mit 0,32% nach dieser Vakzination 
nur geringfügig an (Abbildung 7). Bei den anschließenden Vakzinationen ergab sich ein 
ähnliches Bild.  Sowohl die unstimulierten als auch die mit Kontroll-Antigen (Trychophyton) 
stimulierten Zellen zeigten keine IFNg-Produktion. Parallel zu der intrazellulären IFNg-
Messung wurden die Zellen auf IL-2-, IL-4-, und IL-10-Produktion untersucht. Das 
Zytokinmuster der mit den Recall-Antigenen stimulierten T-Zellen war Th1-spezifisch. Die 
IFNg-produzierenden Zellen exprimierten zusätzlich IL-2, aber kein IL-4 und IL-10. Bei 
Patient HKR und Patient KBI konnte die Bestimmung der Recall-Antigen-spezifischen CD4+ 
T-Zellen im peripheren Blut nicht durchgeführt werden. Patient ARU zeigte eine positive 
Reaktion auf Tetanus-Toxoid und inaktiviertes Candida-Antigen. Im peripheren Blut konnten 
jedoch keine spezifischen T-Zellen für diese Antigene detektiert werden.  
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48 h nach Vakzination 
0.02% 0.51% 0.01%
0.02% 0.02% 0.02% 
kein Antigen 




Abbildung 6: Frequenzen der Proteus-spezifischen CD4+/CD69+, IFNg-produzierenden T-Zellen im 
peripheren Blut des Patienten HIG. Die Frequenzen wurden mittels intrazellulärer IFNg-Färbung, 
nach 5,5-stündiger Antigen-Stimulation und unter Zugabe von BFA ermittelt.   
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24 h nach Vakzination 
48 h nach Vakzination 
vor Vakzination 
0 % 0.32% 0 %
0 % 0.23% 0 %
IFNg FITC 
 
Abbildung 7: Frequenzen der Tuberkulin-spezifischen CD4+/CD69+, IFNg-produzierenden T-Zellen im 
peripheren Blut des Patienten HIG. Die Frequenzen wurden mittels intrazellulärer IFNg-Färbung, nach 
5,5-stündiger Antigen-Stimulation und unter Zugabe von BFA ermittelt.   
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4.1.7 Frequenzanalysen von Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen unter Therapie 
 
Die Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im peripheren Blut wurden über die  
intrazelluläre IFNg-Produktion dieser Zellen vor der Vakzination (0 h) sowie 24 h und 48 h 
nach der Vakzination bestimmt. In einigen Fällen wurde die Frequenzbestimmung auch nach 
sieben Tagen durchgeführt. Zu der aktivierten T-Zellpopulation wurden diejenigen CD8+ T-
Zellen gerechnet, die mittels IFNg-Produktion und CD69-Expression auf die Stimulation 
reagierten. Die Werte sind als Prozentsatz der CD8+/CD69+/IFNg+ Zellen von der gesamten 
CD8+ Population angegeben. Von diesen Werten wurde jeweils der Anteil an Zellen 
abgezogen, der bei der entsprechenden unstimulierten Probe gemessen wurden 
(Hintergrund). Generell wurden 1-2 x 106 Zellen pro Ansatz durchflusszytometrisch 
untersucht, so dass auch geringe Frequenzunterschiede eine statistische Relevanz hatten.  
 
4.1.7.1 Frequenzanalysen bei HLA-A1+ Patienten 
Die Abbildung 8 fasst die Frequenzen der MAGE-1161-169 und MAGE-3168-176 spezifischen 
CD8+ T-Zellen der HLA-A1+ Patienten HKR und ARU zusammen. Bei Patient HKR wurden 
die Frequenzen über 5 Vakzinationszyklen bestimmt. Die Frequenzen der MAGE-1161-169 
spezifischen CD8+ T-Zellen lagen hier vor der 1. Vakzination bei 0,1% und stiegen 48 h nach 
der Vakzination auf 0,15% an. Bei dieser Vakzination stiegen die MAGE-3168-176 spezifischen 
CD8+ T-Zellen nach 48 h von 0,04% auf 0,09% an. Vor dem 2. Vakzinationszyklus konnten 
keine MAGE-1161-169 spezifischen CD8+ T-Zellen identifiziert werden. Zum Zeitpunkt 24 h und 
48 h nach der 2. Vakzination konnten diese Zellen mit 0,03% bzw. 0,02% im peripheren Blut 
wieder gemessen werden. Eine Frequenz von 0,07% wurde bei den MAGE-3168-176 
spezifischen CD8+ T-Zellen vor der Vakzination gemessen. Dieser Wert erhöhte sich 
geringfügig auf 0,08% nach 24 h und verringerte sich auf 0,01% nach 48 h. Vor der 3. 
Vakzination lagen die Werte für die MAGE-1161-169 und die MAGE-3168-176 spezifischen CD8+ 
T-Zellen bei 0,01%. Die Anzahl der Zellen, die spezifisch auf das Peptid MAGE-1161-169 
reagierten, erhöhte sich nach 24 h auf 0,03%, während  bei dem MAGE-3168-176 Peptid ein 
Anstieg auf 0,05% mit einem Rückgang auf 0,01% nach 48 h gemessen wurde. Während der 
4. und 5. Vakzination verringerte sich die Frequenz der MAGE-1161-169 spezifischen CD8+ T-
Zellen von 0,03% auf 0,01% bzw. von 0,05% auf 0,01%. Ein Rückgang von 0,05% auf 0,01% 
wurde auch bei den MAGE-3168-176 spezifischen CD8+ T-Zellen während der 4. Vakzination 
beobachtet, während diese Zellen innerhalb der 5. Vakzination mit 0,02% konstant blieben. 
Nach der ersten und zweiten Vakzination wurden bei Patient HKR auch am Tag 6 nach 
Vakzination die Frequenzanalysen durchgeführt. Die Frequenzwerte der spezifisch 
reagierenden T-Zellen lagen für beide Peptide zwischen 0,01%-0,04% und somit niedriger 
als die Werte vor den jeweiligen Vakzinationen. 
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Bei Patient ARU konnten vor der 1. Vakzination keine MAGE-1161-169 spezifischen CD8+ T-
Zellen identifiziert werden. Erst 24 h danach stieg die Prozentzahl dieser Zellen auf 0,06% an 
und lag nach 48 h bei 0,03%. Vor der 2. Vakzination reagierten 0,07% der CD8+ T-Zellen 
spezifisch auf das Peptid MAGE-1161-169, während nach 24 h und 48 h nur noch 0,01% dieser 
Zellen im peripheren Blut gefunden wurden. Nach der 3. Vakzination wurde ein 10facher 
Anstieg von 0,02% auf 0,2% der MAGE-1161-169 -reaktiven CD8+ T-Zellen gemessen. Im 
weiteren Verlauf der Therapie sank die Frequenz dieser Zellen bis unter die Nachweisgrenze 
ab. Es konnten 0,04% MAGE-3168-176 spezifische CD8+ T-Zellen vor der 1. Vakzination 
identifiziert werden, während 24 h danach diese Zellen im Blut nicht mehr zu detektieren 
waren. Im 2. Vakzinationszyklus stiegen die MAGE-3168-176 -spezifischen CD8+ T-Zellen nach 
24 h von 0,02% auf 0,07% und im 3. Vakzinationszyklus von 0,02% auf 0,08% an. Im 4. 
Vakzinationszyklus konnten weder MAGE-1161-169 - noch MAGE-3168-176 -spezifische CD8+ T-
Zellen detektiert werden. Mit dieser Entwicklung korrelierte der klinische Verlauf dieses 
Patienten, der nach der 4. Vakzination durch Tumorprogression und malignen Pleuraerguß 
geprägt wurde.  
 
4.1.7.2 Frequenzanalysen bei HLA-A2+ Patienten 
Die Frequenzanalysen wurden bei den HLA-A2+ Patienten mit insgesamt 9 HLA-A2-
restringierten Peptiden (Peptidsequenz siehe Tabelle 1) durchgeführt. Die Ergebnisse dieser 
Messungen sind in Abbildung 9 und Abbildung 10 dargestellt. Bei Patient HIG wurden 5 der 
8 Vakzinationszyklen bezüglich spezifisch reagierender CD8+ T-Zellen untersucht. Vor der 
1. Vakzination konnten außer für MAGE-3271-278 keine anderen Peptid-spezifischen CD8+ T-
Zellen detektiert werden. Ein 2,5facher Anstieg dieser MAGE-3271-278 spezifischen Zellen 
wurde nach 24 h festgestellt. Nach 48 h hingegen sank der Wert wieder unter die 
Nachweisgrenze. Ein Anstieg der Melan A/MART-127-35 spezifischen CD8+ T-Zellen auf 
0,08% wurde 24 h nach der Vakzination gemessen. Nach 48 h konnten diese Zellen im 
peripheren Blut nicht mehr nachgewiesen werden. Die Anzahl der gp100154-162 und der 
gp100280-288 spezifischen CD8+ T-Zellen stieg 24 h nach der 1. Vakzination auf 0,02% bzw. 
auf 0,05% an. Während der Anteil der gp100280-288 spezifischen CD8+ T-Zellen nach 48 h 
konstant blieb, erhöhte sich die Anzahl der gp100154-162 spezifischen Zellen auf 0,05%. Vor 
der 2. Vakzination lagen die Frequenzwerte für die unterschiedlichen Peptid-spezifischen 
CD8+ T-Zellen zwischen 0,01% und 0,07%. Erneut wurde ein Anstieg der MAGE-3271-278 
spezifischen Zellen von 0,02% auf 0,05% beobachtet, während die Anzahl der 
Melan A/MART-127-35 spezifischen Zellen auf 0,04% anstieg. Bei dieser Vakzination konnten 
erstmals auch Tyrosinase366-378 spezifische CD8+ T-Zellen in geringem Maße (0,03%) 
detektiert werden. 
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Abbildung 8: Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+/CD69+/ IFNg-produzierenden T-Zellen bei 
Patient HKR und ARU vor und nach Peptid-Vakzination während der 4-5 Vakzinationszyklen. Die 
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Abbildung 9: Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+/CD69+/ IFNg-produzierenden T-Zellen bei 
Patient HIG und  vor und nach Peptid-Vakzination während der 4 Vakzinationszyklen. Die Frequenzen 
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Abbildung 10: Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+/CD69+/IFNg-produzierenden T-Zellen bei 
Patient KBI vor und nach Peptid-Vakzination während der 2 Vakzinationszyklen. Die Frequenzen im 
peripheren Blut wurden nach Peptidstimulation mittels intrazellulärer IFNg-Färbung bestimmt.  
 
Ein relativ hoher Anteil von 0,07% an gp100280-288 spezifischen CD8+ T-Zellen wurde erst vor 
der 2. Vakzination gemessen. Ein Rückgang dieser Zellen auf 0,03% und 0,01% wurde 24 h 
bzw. 48 h nach der Vakzination beobachtet. Die Anzahl der CD8+ T-Zellen, die auf die 
Peptide gp100154-162 und gp100280-288 reagierten, war nach 24 h bei 0,03% bzw. bei 0,05% 
und fiel nach 48 h wieder ab. Während des 3. und 4. Vakzinationszyklus konnten weder vor, 
noch nach der Vakzination, MAGE-3271-278 spezifische CD8+ T-Zellen detektiert werden. Vor 
der 3. Vakzination zeigten jeweils 0,03% der CD8+ T-Zellen eine Reaktion auf die Peptide 
gp100457-466 bzw. gp100209-217. Nach 24 und nach 48 Stunden lag die Frequenz dieser Zellen 
unter der Nachweisgrenze. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen nahm die Frequenz der 
spezifisch reagierenden CD8+ T-Zellen insgesamt ab. Während des 4. und 
5. Vakzinationszyklus lagen die Frequenzen für alle Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen mit 
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Bei Patient KBI wurden die Untersuchungen bei zwei von insgesamt drei Vakzinationszyklen 
durchgeführt. Vor der Vakzination zeigten die meisten CD8+ T-Zellen, außer bei MAGE-3271-
278 (0,05%), Melan A/MART-127-35 (0,08%) und gp100280-288 (0,08%) keine Reaktion auf die 
Melanom-spezifischen Peptide. Ein mehrfacher Anstieg dieser Zellen wurde 24 h nach der 
1. Vakzination gemessen. So reagierten 1,25% der gesamten CD8+ T-Zellen mit IFNg-
Produktion spezifisch auf das Peptid gp100476-485. Ein Anstieg der Melan A/MART-127-35 
spezifischen Zellen auf 0,25% konnte ebenfalls 24 h nach der Vakzination gemessen 
werden. Auch die Frequenzen der MAGE-3271-278 (0,6%) und die der gp100154-162 spezifischen 
Zellen (0,42%) waren vielfach höher als bei jedem anderen Patienten und den dort 
eingesetzten Peptiden. Zum Zeitpunkt 48 h nach Vakzination sanken die meisten Werte 
unter die Nachweisgrenze. Vor der 2. Vakzination konnten spezifische CD8+ T-Zellen gegen 
die Mehrheit der Peptide detektiert werden, in einem Frequenzbereich von 0,2-0,4%. Nach 
24 h und 48 h waren diese Zellen im peripheren Blut nur noch in geringer Frequenz 
vorhanden oder nicht mehr nachweisbar.  
 
Als Kontrollpeptide wurden bei den HLA-A1+ Patienten die Peptide MAGE-3271-278 und 
CMVpp65 und bei den HLA-A2+ Patienten die Peptide MAGE-3168-176 und CMVpp65 
eingesetzt. Die Werte, die nach Stimulation mit diesen Peptiden gemessen wurden, lagen 
bei jedem Patienten im Bereich der unstimulierten Probe. Bei den Patienten HKR und HIG 
wurde die Frequenz der Peptid-spezifischen T-Zellen während der ersten drei Vakzinationen 
auch zu einem Zeitpunkt von sieben Tagen nach Vakzination bestimmt. Es zeigte sich, dass 
nach dieser Zeit keine Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im peripheren Blut vorhanden 
waren.   
 
Generell wurden bei den Peptid-vakzinierten Melanompatienten nur sehr geringe 
Frequenzen von Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im peripheren Blut detektiert. Eine 
vergleichsweise hohe Frequenz wurde allgemein in den ersten Vakzinationszyklen 
gemessen. Eine Induktion von Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen wurde bei den Patienten  
HIG und KBI 24h nach Vakzination beobachtet. Mit zunehmender Anzahl der 
Vakzinationszyklen nahm die Frequenz dieser Zellen im peripheren Blut ab. Die gleiche 
Tendenz wurde bei Patient HKR festgestellt. Bei Patient ARU ist hingegen erst im 3. 
Vakzinationszyklus ein Anstieg Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen im peripheren Blut zu 
beobachten.  




4.2.1 Strategie  
Das maligne Melanom ist ein antigener Tumor, der von spezifischen Lymphozyten erkannt 
werden kann. Die Immunantwort gegen den Tumor basiert hauptsächlich auf unspezifischen 
NK-Zellen und auf Tumor-spezifischen CD8+ T-Zellen. Im Laufe der Krankheit treten jedoch 
Defekte auf, die zu einem Verlust oder zu einer reduzierten Funktionalität der Tumor-
spezifischen T-Zellen führen. Hierzu werden unterschiedliche Ursachen, wie mangelnde Ko-
Stimulation, Anergie, Antigen-Verlust auf Seiten des Tumors und Sekretion von 
immunsuppressiven Substanzen, diskutiert. Ziel einer Immuntherapie ist die 
Wiederherstellung bzw. die Verstärkung der T-Zell-vermittelten Immunreaktion durch 
optimale Stimulation der Tumor-spezifischen CD8+ T-Zellen. Eine optimale Stimulation sollte 
die Ko-stimulatorischen Moleküle, die der Tumor selbst nicht exprimiert, ersetzen. Durch die 
Fusion von autologen Tumorzellen mit allogenen dendritischen Zellen (DC) von gesunden 
Spendern, unter Generierung von Hybridzellen, sollte die Antigenität des Tumors mit der 
immunogenen Aktivierungskapazität der DC in Verbindung gebracht werden. Eine optimale 
Aktivierung der CTL-Vorläufer findet nur dann statt, wenn Antigene für diese Zellen und für 
die T-Helferzellen von einer antigenpräsentierenden Zelle (APC) präsentiert werden (Ridge 
et al., 1998). Diese Eigenschaft wird durch die Hybridzelle erfüllt. Nach der Fusion der 
beiden Zelltypen weist die Hybridzelle MHC-I-Moleküle mit den entsprechenden Antigenen 
des Tumors auf, die für die Aktivierung der antigenspezifischen CD8+ T-Zellen verantwortlich 
sind. Die MHC-II-Moleküle, die von der allogenen DC in die Hybridzelle eingebracht werden, 
führen zu einer starken allogenen, CD4-restringierten Immunantwort. Die hiermit in 
unmittelbarer Nähe der CTL aktivierten CD4+ Th-Zellen fördern durch Ausschüttung von 
Zytokinen wie IL-2, IFNg, TNFa die spezifische Immunantwort der CTL. Zusätzlich werden 
durch die kostimulatorischen Moleküle der DC die Defekte der Tumorzelle in dieser Hinsicht 
korrigiert, eine optimale Stimulation der CTL wird ermöglicht und somit kann ein antigener 
Tumor wieder immunogen gemacht werden. Das Konzept der Hybridzell-Vakzine wurde in 
einem Thymom-Mausmodell (Stuhler et al, 1994) und in einem Leberzellkarzinom-
Rattenmodell (Guo et al, 1994) eingesetzt. Die Tiere konnten effizient von transplantierten 
Tumoren geheilt werden und zeigten eine langanhaltende Immunität gegen den Tumor. Es 
konnte gezeigt werden, dass eine Fusion der beiden Zelltypen für eine effektive antitumorale 
Antwort notwendig ist. Die Vakzination mit nicht fusionierten Antigen-präsentierenden Zellen 
und Tumorzellen führte nicht zu einem Tumorrückgang. Die durch die Hybridzell-Vakzine 
induzierte spezifische CTL-Antwort umfasst alle von der Tumorzelle präsentierten Antigene 
und ermöglicht einen Angriff der aktivierten Tumor-spezifischen CTL, der zur Eliminierung 
des Tumors führen kann.  




Es wurden sechs Melanom-Patienten im Krankheitsstadium III und IV für eine Vakzination 
mit Hybridzellen ausgewählt. Sie erhielten zur Zeit der Hybridzell-Vakzination keine weitere 
onkologische Therapie. Bezüglich des HLA-Typus war ein Patient HLA-A1+ und fünf 
Patienten waren HLA-A2+. Um sicherzustellen, dass das Immunsystem dieser Patienten 
noch intakt ist, wurde ein Multitest immignost® durchgeführt und nur die Patienten in die 
Studie einbezogen, die eine positive Antwort auf mindestens eines der Recall-Antigene aus 
dem Test zeigten.  
 
4.2.3 Therapie 
Die Hybridzellen wurden aus Tumorzellen des jeweiligen Patienten und Antigen-
präsentierenden Zellen gesunder Spender hergestellt. Unmittelbar nach Exzision der 
Metastasen wurden die Tumorzellen durch mechanische Zerkleinerung und enzymatische 
Behandlung isoliert (siehe Material und Methoden). Die zur Antigen-Präsentation 
verwendeten dendritischen Zellen wurden aus Monozyten nach Kultivierung mit 
entsprechenden Zytokinen generiert. Die beiden Zelltypen wurden mittels Elektrofusion 
verschmolzen, danach gewaschen, in 5% Glukose aufgenommen und mit 200 Gy bestrahlt. 
Die Patienten erhielten mindestens 2 Hybridzell-Vakzinationen mit durchschnittlich 
5 x 107 Tumorzellen in 5%iger Glukose, die subkutan appliziert wurden. Die Vakzination 
wurde alle vier Wochen wiederholt.  
 
Die Hybridzell-Vakzination verursachte nur geringe Nebenwirkungen. Einige Patienten 
zeigten lokale Rötungen und Schwellungen an der Injektionsstelle. Bei anderen Patienten 
traten an der Injektionsstelle leichte Schmerzen auf. Vereinzelt reagierten die Patienten auch 
mit leicht erhöhter Temperatur. Es wurden keine Anzeichen von Autoimmunreaktionen 
beobachtet.  
 
Die allgemeine Reaktion auf die Immuntherapie wurde vier Wochen nach der 3. Vakzination 
mittels klinischer Untersuchungen wie CT und Ultraschall evaluiert. Ein klinisches 
Ansprechen wurde als komplette Remission (CR) bei einem vollständigen Rückgang des 
Tumors, als partielle Remission (PR) bei mehr al 50% Rückgang und als stabile Erkrankung 
(SD) bei einer Progression bis 25% oder Rückgang bis 50% der Tumormasse definiert.  
 
4.2.4 Klinisches Ansprechen 
Bei einem Patienten konnte eine komplette Remission erzielt werden. Zwei weitere Patienten 
zeigten eine Stabilisierung der Krankheit über mehrere Monate. Bei Patient MDU zeigte sich 
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nach einer Vakzinierung eine völlige Regression der vorhandenen kutanen Metastasen an 
einem Bein (CR). Der Patient erhielt weitere Vakzinierungen für die Dauer eines Jahres, um 
diesen Zustand aufrecht zu erhalten. Bei Patient FKÖ mit Metastasen axillär und der 
Gallenblase wurde nach zwei Zyklen eine Progredienz der Erkrankung festgestellt und die 
Vakzinierung abgebrochen (PD). Bei Patient NRO mit mediastinalen, renalen und 
mesenterialen Metastasen wurde nach drei Zyklen Vakzinierung ebenfalls eine Progredienz 
(PD) festgestellt. Bei Patient WCO mit pulmonalen, abdominellen, retroperitonealen und 
einer Bauchdeckenmetastase wurde durch die Vakzinierung für 15 Monate eine stabile 
Erkrankung induziert (SD). Bei Patient IKL mit disseminierten kutanen Filiae zeigte sich im 
Verlauf der Vakzinierung sowohl ein Rückgang einiger Metastasen, als auch das 
Neuauftreten von Metastasen (SD bzw. mixed response). Bei Patient UTR mit ausgeprägten 
cervikalen Lymphknotenpaketen zeigte sich über 12 Monate eine stabile Erkrankung (SD).   
 
4.2.5 Immunhistologie 
Die Tumorpräparate (Paraffinschnitte) der o.g. Patienten wurden vor der Vakzinierung 
immunhistologisch auf das Vorhandensein von Tumorantigenen und T-Zellinfiltraten 
untersucht. Als Tumormarker wurden spezifische mAK gegen Tumorantigene wie 
Tyrosinase, gp100, Melan A/MART 1 MAGE 1 und MAGE 3 eingesetzt. Die infiltrierenden T-
Zellen wurden mittels mAK gegen die Oberflächenmoleküle CD3, CD4 und CD8 
charakterisiert. Die Ergebnisse der immunhistologischen Färbungen sind in Tabelle 5 
zusammengefasst.  
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Tabelle 5: Immunhistologische Untersuchungen von Melanommetastasen der mit der Hybridzell-
Vakzine behandelten Patienten mit mAK gegen Tumormarker (Tyrosinase, gp100, Melan A/MART 1, 
MAGE 3) und  mAK gegen T-Zellmarker (CD3, CD8, CD4). Quantifizierung: +++, 80-100% der Zellen 
positiv; ++, 50-80% der Zellen positiv; +, 20-50% der Zellen positiv; (+), 5-20% der Zellen positiv, -, 0-








WCO + + - + (+) - - 
IKL (+) - (+) - + - - 
MDU + + - ++ ++ ++ ++ 
NRO ++ + + + - + + 









FKÖ ++ + - + + + (+) / - 
 
 
Alle Patienten zeigten eine moderate Expression der Tumormarker. Bei den Patienten WCO 
und IKL waren nur 20% der Tumorzellen positiv für einen Tumormarker. Die Anzahl der 
infiltrierenden T-Zellen lag bei diesen Patienten in dem Bereich von 5-20%. Bei den 
Patienten NRO, UTR und FKÖ war die Expression der Tumorantigene in einem Bereich von 
20-40% der Zellen. Bei Patient MDU hingegen waren 50-80% der Tumorzellen positiv für 
diese Tumorantigene. Ein hohes T-Zellinfiltrat in der Tumorprobe war bei den Patienten 
NRO, UTR und FKÖ vorhanden. Die Patienten UTR und FKÖ hatten im T-Zellinfiltrat eine 
hohe Anzahl (50-60%) von CD3+ und CD8+ T-Zellen. Bei Patient NRO waren neben CD8+ T-
Zellen auch 50% CD4+ T-Zellen im Tumorinfiltrat vorhanden.  
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4.2.6 Frequenzanalysen von Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen unter Therapie 
Ziel der Hybridzell-Vakzination war eine Induktion von tumorspezifischen CD8+ T-Zellen. Um 
den Effekt des Therapieansatzes zu untersuchen, wurde die funktionale Kapazität von T-
Zellen gegen bekannte, häufig vorkommende Melanomantigene (siehe Tabelle 1) analysiert. 
Voraussetzung für die Auswahl der Peptide (Epitope) war das Vorhandensein der 
entsprechenden Antigene auf Tumorseite, was immunhistologisch gesichert wurde.  
 
Bei den fünf HLA-A*0201+ Patienten wurden im peripheren Blut die Frequenzen der für die 
neun HLA-A*0201-restringierten Peptide spezifischen CD8+ T-Zellen (Tabelle 1) untersucht. 
Im Falle des HLA-A*01+ Patienten erfolgte eine Quantifizierung derjenigen CD8+ T-Zellen, 
die spezifisch auf die zwei HLA-A*01-restringierten Peptide (Tabelle 1) reagierten. 
Entsprechende Frequenzen wurden in einzelnen Fällen auch in der Tumor-infiltrierenden T-
Zellpopulation (TIL) bestimmt. Der Anteil der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im 
peripheren Blut wurde mittels intrazellulärer IFNg-Färbung vor der Vakzination (0 h), sowie 
24 h und 48 h nach der Vakzination gemessen. Als Kontrollen für eine unspezifische 
Stimulation wurden Peptide verwendet, die an keine der exprimierten MHC Moleküle binden, 
oder die gleiche MHC-Restriktion besitzen, aber nicht Melanom-spezifisch sind. Zu der 
aktivierten T-Zellpopulation wurden diejenigen CD8+ T-Zellen gerechnet, die mittels IFNg-
Produktion und CD69-Expression auf die Stimulation mit Peptiden reagierten. Da in 
Kinetikexperimenten festgestellt wurde, dass die Expression von CD8 auf T-Zellen nach 
Stimulation herunterreguliert wird, wurde für die Auswertung der Frequenzen Peptid-
spezifischer Zellen die gesamte CD8+-Population (intermediär- und CD8-hoch-
exprimierenden Zellen) einbezogen. Die Frequenzen Peptid-spezifischer T-Zellen sind als 
Prozentsatz der CD69+/IFNg+ Zellen von der CD8+ Population angegeben (siehe Abbildung 
14).  Diese Werte wurden jeweils um den Hintergrund (unstimulierte Probe) korrigiert.  
 
Bei dem HLA-A*01+ Patienten FKÖ konnten weder vor noch nach der Hybridzellvakzination 
Peptid-spezifische CD8+ T-Zellen im peripheren Blut detektiert werden. Auch im 
Tumormaterial dieses Patienten konnten keine Tumor-spezifischen T-Zellen identifiziert 
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4.2.6.1 Frequenzanalysen bei HLA-A*0201+ Patienten 
Bei den 5 HLA-A*0201+ Patienten wurden Melanom-spezifische T-Zellen detektiert und 
deren Frequenz vor und nach der Hybridzell-Vakzination bestimmt. Die Ergebnisse eines 
Vakzinationszyklus der ersten drei Patienten sind in Tabelle 6 dargestellt. Bei diesen 
Patienten konnte, im Gegensatz zu den beiden anderen, bei denen das Immunmonitorring 
über einen längeren Zeitraum durchgeführt wurde, nur eine einmalige Bestimmung der 
Frequenzen Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen vorgenommen werden.  
 
Tabelle 6: Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+/CD69+, IFNg-produzierenden T-Zellen im 
peripheren Blut bei Melanompatienten vor Vakzination (0h), sowie 24h und 48h nach Vakzination. Die 
Werte sind als Prozentsatz derjenigen CD8+ T-Zellen angegeben, die nach entsprechender Peptid-
Stimulation IFNg produzieren und CD69 exprimieren.   
Pat. WCO IKL MDU 
 0 h 24 h 48 h 0 h 24 h 48 h 0 h 24 h 48 h 
MAGE-3271-278 0 0,01 0,01 0,05 0,04 0 0 0,14 0,13 
Melan A/MART-127-35 0 0 0,01 0 0,12 0 0 0,11 0,07 
Melan A/MART-126-35 0,02 0 0,02 0,05 0,06 0,05 0,1 0,64 0 
Tyrosinase366-378 0 0 0,01 0,01 0,08 0 0 0,05 0,06 
gp100154-162 0 0 0 0,02 0,06 0,06 0,18 0 0 
gp100280-288 0 0,02 0,01 0,02 0,02 0 0 0 0,01 
gp100476-485 0 0 0,01 0,01 0,01 0,04 0,2 0,26 0,03 
gp100457-466 0 0 0,01 0 0,01 0 0,14 0,1 0 
gp100209-217 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0 0 0 0 
 
 
Bei Patient WCO lagen die Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen durchgängig 
an der Nachweisgrenze. 
Bei Patient IKL erhöhte sich 24h nach der Vakzination die Frequenz der 
Melan A/MART 127-35-spezifischen CD8+ Zellen von 0% auf 0,12% und die der gp100476-485-
spezifischer T-Zellen von 0,02% auf 0,06%. Nach 48h sanken diese Werte wieder unter die 
Nachweisgrenze. Die Frequenz der Tyrosinase366-378-spezifischen CD8+-T-Zellen erhöhte 
sich von 0,01% vor Vakzination auf 0,08% nach der Vakzination und konnte nach 48h im 
peripheren Blut nicht mehr detektiert werden.  
Bei diesem Patienten konnten TILs aus frischem Tumormaterial isoliert und kultiviert werden. 
Nach 7 Tagen in Kultur wurde die Frequenz Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen bestimmt. Es 
reagierten 0,08% der CD8+ kultivierten Zellen auf das Peptid gp100280-288. Die Frequenzen 
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der CD8+ T-Zellen mit Spezifität für die restlichen eingesetzten HLA-A*0201 Peptide lagen 
zwischen 0,01% und 0,05%.  
 
Der Patient MDU zeigte insgesamt höhere T-Zellfrequenzen im peripheren Blut für die 
einzelnen Tumor-assoziierten T-Zellepitope. Die höchste Frequenz wurde mit 0,64% für das 
Peptid Melan A/MART 126-35 zum Zeitpunkt 24h nach der Vakzination gemessen. Zu diesem 
Zeitpunkt wurde weiterhin ein Anstieg der CD8+ T-Zellen spezifisch für das Peptid 
MAGE-3271-278 und Melan A/MART 127-35 auf 0,14% bzw. 0,11% gemessen. Auffallend bei 
diesem Patienten war die hohe IFNg-Produktion auch bei nicht-stimulierten Zellen, was auf 
den in vivo aktivierten Status dieser Zellen hinweist. Ebenfalls auffällig war die hohe 
Frequenz gp100476-485-spezifischer T-Zellen (0,18%) bereits vor Vakzination und die 
Abnahme der Frequenz dieser Zellen im peripheren Blut nach der Vakzination.  
 
Die HLA-A*0201+-Patienten NRO und UTR wurden über einen längeren Zeitraum mit der 
Hybridzellvakzine behandelt und Therapie-begleitend wurde ein entsprechendes Monitorring 
der TAA-spezifischen T-Zellen durchgeführt. Aufgrund der hohen Frequenzen der TAA-
spezifischen T-Zellen wurde bei diesen Patienten eine detaillierte Charakterisierung dieser 
Zellen vorgenommen.  
 
4.2.6.1.1 Patient NRO 
Abbildung 11 zeigt die Veränderung der Frequenzen der reaktiven Tumor-spezifischen CD8+ 
T-Zellen im Verlauf des Therapieversuchs über fünf Behandlungszyklen. Schon vor Beginn 
der Vakzination konnte eine hohe Frequenz an Melan A/MART-126-35 spezifischen T-Zellen 
detektiert werden (1,16%), die im Verlauf des 1. Vakzinationszyklus nahezu stabil blieb.  
Bei diesem Patienten nahm die Frequenz der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im 
Therapieverlauf tendenziell zu.  
 
 





























Abbildung 11: Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+/CD69+, IFNg-produzierenden T-Zellen bei 
Patient NRO vor und nach Hybridzell-Vakzination während der 5 Vakzinationszyklen. Die Frequenzen 
im peripheren Blut wurden nach Peptidstimulation mittels intrazellulärer IFNg-Färbung bestimmt. 
Dargestellt sind nur die Peptide, die eine Reaktion der T-Zellen induzierten.   
 
Hingegen wurden vor der 1. Vakzination nur 0,02% Melan A/MART-127-35 spezifische CD8+ 
T-Zellen gemessen. Der Anteil dieser Zellen steigerte sich im peripheren Blut 24 h nach 
Vakzination auf 0,08% und nach 48 h auf 0,16%. Vor der Vakzination und nach 24 h 
reagierten 0,26% der CD8+ T-Zellen auf das Peptid Tyrosinase366-378. Nach 48 h 
verdreifachte sich die Frequenz dieser Zellen im peripheren Blut.  
 
Vor dem zweiten Vakzinationszyklus war die Frequenz der Melan A/MART-126-35 
spezifischen Zellen mit 1,18% vergleichbar mit dem Basiswert vor der 1. Vakzination. Ein 
Anstieg dieser Zellen auf 1,3% wurde nach 24 h vermerkt und ein Rückgang auf 1,11% nach 
48 h. Auch im 2. Vakzinationszyklus konnte eine Induktion der Melan A/MART-127-35 
spezifischen T-Zellen beobachtet werden. Der prozentuale Anteil dieser Zellen verfünffachte 
sich auf 0,16% nach 48 h. Der Anteil der Tyrosinase366-378 spezifischen CD8+ T-Zellen war 
vor der 2. Vakzination bei 0,31% und 24 h nach Vakzination bei 0,82%. Ein Rückgang dieser 
Zellen im peripheren Blut auf 0,14% wurde 48 h nach Vakzination vermerkt.  
 
Während des dritten Vakzinationszyklus blieb die Frequenz der Melan A/MART-126-35 
spezifischen T-Zellen mit 1,5% annährend konstant. Es wurden vor der Vakzination keine T-
Zellen, spezifisch für das Melan A/MART-127-35-Peptid, detektiert. Auch 24 h und 48 h nach 
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Vakzination lag die Frequenz dieser Zellen mit 0,02% an der Nachweisgrenze. Vor dieser 
Vakzination reagierten 0,54% der CD8+ T-Zellen auf das Peptid Tyrosinase366-378. Zum 
Zeitpunkt 24 h nach Vakzination erfolgte ein Rückgang auf 0,16% mit anschließendem 
Anstieg auf 0,23% nach 48 h.  
 
Im vierten Vakzinationszyklus verdoppelte sich die Frequenz der Melan A/MART-126-35 
spezifischen CD8+ T-Zellen von 0,95% vor der Vakzination auf 1,99% 48 h nach der 
Vakzination, während nach 24 h nur ein geringer Anstieg beobachtet wurde. Die Frequenz 
der Melan A/MART-127-35 spezifischen T-Zellen lag vor Vakzination bei 0,03% und 24 h und 
48 h danach bei 0,01% bzw. 0,06%. Die Tyrosinase366-378-spezifischen T-Zellen zeigten nach 
24 h keine messbaren Frequenzen im peripheren Blut. Vor Vakzination reagierten 0,21% der 
CD8+ T-Zellen auf dieses Peptid. Nach 48 h wurde ein Anstieg auf 0,35% vermerkt.  
 
Im fünften Vakzinationszyklus konnte zu jedem Zeitpunkt eine spezifische Reaktion auf die 3 
Peptide vermessen werden. Die Melan A/MART-126-35 spezifischen CD8+ T-Zellen stiegen 
von 1,47% vor Vakzination auf 2,35% 24 h nach Vakzination an. Ein Rückgang dieser Zellen 
im peripheren Blut auf 2,08% wurde 48 h nach Vakzination beobachtet. Bei den 
Melan A/MART-127-35 spezifischen T-Zellen zeichnete sich ein Anstieg von 0,03% auf 0,20% 
nach 24 h und auf 0,26% nach 48 h ab. Die Frequenzen der Tyrosinase366-378 spezifischen 
Zellen lagen vor Vakzination bei 0,10% und verdreifachten sich nach 24 h. Ein weiterer 
geringer Anstieg dieser Zellen im peripheren Blut auf 0,35% wurde auch nach 48 h vermerkt.  
 
4.2.6.1.2 Patient UTR 
Der Patient UTR wurde über einen Zeitraum von zwei Jahren mit der Hybridzell-Vakzine 
behandelt. Die Frequenzanalysen für die Peptid-spezifischen T-Zellen wurden erst gegen 
Ende der Therapie für vier Vakzinationszyklen durchgeführt. Die Ergebnisse der Messungen 
für die 9 HLA-A2-restringierten Peptide über diesen Zeitraum sind in Abbildung 12 
zusammengefasst. Dargestellt sind nur die Daten derjenigen Peptidstimulationen, bei denen 
eine Reaktion beobachtet wurde. Vor der 20. Vakzination wurden hohe Frequenzen an 





































Abbildung 12: Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+/CD69+, IFNg-produzierenden T-Zellen bei 
Patient UTR vor und nach Hybridzell-Vakzination während 4 Vakzinationszyklen. Die Frequenzen im 
peripheren Blut wurden nach Peptidstimulation mittels intrazellulärer IFNg-Färbung bestimmt. 
Dargestellt sind nur die Peptide, die eine Reaktion der T-Zellen induzierten.   
 
Die Frequenz der Melan A/MART-126-35 spezifischen CD8+ T-Zellen lag vor der 20. 
Vakzination bei 3,04%. Nach 24 h erhöhte sich die Frequenz dieser Zellen auf 4,69% und 
verringerte sich nur geringfügig auf 4,59% 48 h nach Vakzination. Auch bei den 
Melan A/MART-127-35 spezifischen T-Zellen war nach der Vakzination ein Anstieg zu 
vermerken. Diese Zellen stiegen im peripheren Blut von 1,96% vor Vakzination auf 3,5% 
nach 24 h und auf 4,09% 48h nach Vakzination an. Geringere Frequenzen an spezifischen 
T-Zellen wurden für die Tyrosinase366-378- und gp100154-162-Peptide gemessen. Vor 
Vakzination war die Frequenz der Tyrosinase366-378 spezifischen T-Zellen bei 0,13%. 24 h 
nach Vakzination reagierten 0,32% der CD8+ T-Zellen auf dieses Peptid, nach 48 h jedoch 
nur noch 0,18%. Nur eine geringe Frequenz (0,03%) an gp100154-162 spezifischen CD8+ 
Zellen wurde vor Vakzination detektiert. Ein signifikanter Anstieg dieser Zellen auf 0,21% 
wurde 24 h nach Vakzination gemessen. Nach 48 h wurden diese Zellen im peripheren Blut 
nicht mehr detektiert.  
 
Vor dem 21. Vakzinationszyklus wurden 1,9% Melan A/MART-126-35 spezifische CD8+ T-
Zellen gemessen. Nach 24 h wurden mehr als doppelt (4,62%) so viele Zellen im peripheren 
Blut detektiert. Der Anteil verringerte sich nur geringfügig auf 4,45% nach 48 h. Ein relativ 
hoher Wert (3,87%) an Melan A/MART-127-35 spezifischen T-Zellen wurde schon vor der 21. 
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Vakzination ermittelt. Ein Rückgang dieser Zellen im peripheren Blut auf 3,05% wurde nach 
24 h beobachtet. Nach 48 h stieg der Anteil dieser Zellen mit 4,19% über den Vor-
Vakzinationswert. Die Tyrosinase366-378 spezifischen T-Zellen zeigten vor Vakzination und 
24 h danach eine Frequenz von 0,32% bzw. 0,39%. 48 h nach Vakzination verdreifachte sich 
dieser Wert (1,1%) im peripheren Blut. Die Anzahl der gp100154-162 spezifischen T-Zellen lag 
während dieses Vakzinationszyklus mit 0,02% an der Nachweisgrenze. Auch in den 
folgenden Vakzinationszyklen wurden Zellen mit dieser Spezifität nicht mehr im peripheren 
Blut detektiert.  
Im 22. Vakzinationszyklus zeigte sich ein genereller Anstieg der Peptid-spezifischen CD8+ T-
Zellen nach Vakzination. Es wurde ein Anstieg der Melan A/MART-126-35 spezifischen T-
Zellen von 2,75% auf 4,4% zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h nach Vakzination beobachtet. 
Vor dieser Vakzination zeigten 0,86% der CD8+ T-Zellen eine Reaktion auf das Peptid 
Melan A/MART-127-35. Nach 24 h wurde ein Anstieg auf 3,83% vermerkt. Die Frequenz dieser 
Zellen blieb auch nach 48 h mit 3,49% annähernd konstant. Hingegen wurden vor der 
Vakzination keine spezifischen T-Zellen für das Peptid Tyrosinase366-378 detektiert. 24 h nach 
Vakzination wurde eine Reaktion auf dieses Peptid beobachtet. So reagierten 0,27% der 
CD8+ Zellen nach Stimulation mit Tyrosinase366-378 spezifisch auf dieses Peptid. Die 
Frequenz dieser Zellen verzehnfachte sich (2,75%) nach 48 h.  
Im 23. Vakzinationszyklus nahm die Frequenz der Tyrosinase366-378-spezifischen T-Zellen  
von 0,34% vor Vakzination auf 0,23% nach 24 h bzw. 0,07% nach 48 h deutlich ab. Im 
Gegensatz dazu wurden für die beiden Melan A/MART-1 Peptide hohe Frequenzwerte 
gemessen. 4,59% der CD8+ T-Zellen reagierten vor dieser Vakzination auf das Peptid 
Melan A/MART-126-35. Nach 24 h stieg die Frequenz dieser Zellen auf 5,13% und nach 48 h 
auf 6,53% an. Die Frequenz der Melan A/MART-127-35 spezifischen T-Zellen lag vor dieser 
Vakzination bei 3,63%. 24 h nach Vakzination lag der Anteil dieser Zellen bei 4,07%. Ein 
weiterer Anstieg auf 4,57% wurde nach 48 h gemessen.  
 
Bei dem Patienten UTR wurde eine Frequenzbestimmung der Peptid-spezifischen CD8+ T-
Zellen unter den Tumor-infiltrierenden Zellen vorgenommen. Bei diesem Patienten erfolgte 
vor der 20. Vakzination eine Tumor-Exzision. Aus diesem Material konnten TILs gewonnen 
werden, die direkt zur Analyse der Frequenz von TAA-spezifischen T-Zellen eingesetzt 
wurden. Diese Ergebnisse wurden mit den Frequenzen an Tumor-spezifischen T-Zellen aus 
dem peripheren Blut zum gleichen Zeitpunkt verglichen. Die Untersuchungen zeigten im 
Tumor ein unterschiedliches Peptid-Erkennungsmuster verglichen mit den spezifischen 
Zellen im Blut (Abbildung 13).   
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Abbildung 13: Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+/CD69+, IFNg-produzierenden T-Zellen im 
peripheren Blut des Patienten UTR zum Zeitpunkt der Tumorentnahme vor dem 20. 
Vakzinationszyklus. Die Frequenzen wurden mittels intrazellulärer IFNg-Färbung nach 5,5-stündiger 
Peptid-Stimulation und unter Zugabe von BFA ermittelt.  Als Kontrollpeptide wurden das HLA-A*01-
restringierte MAGE-3168-176 Peptid und das HLA-A*0201-restringierte CMVpp65 Peptid eingesetzt. 
 
Während im peripheren Blut keine Zellen detektiert werden konnten, die auf das Peptid 
MAGE-3271-278 eine Reaktion zeigten, reagierten in der tumorinfiltrierenden Population 
annähernd 1% spezifisch auf dieses Peptid (Abbildung 14). Im peripheren Blut wurden 24 h 
nach Vakzination CD8+ T-Zellen detektiert, die auf das Peptid gp100154-162 reagierten 









Melan A/MART-126-3 Tyrosinase366-37 gp100154-162 
gp100280-288 gp100476-485 gp100457-466 
gp100209-217 CMV pp65 MAGE-3168-17
unstimuliert 
0,11% 0,12% 2,07% 
3,15% 0,24% 0,14% 
0,15% 0,14% 0,12% 
0,11% 0,11% 0,12% 




Abbildung 14: Frequenz der Peptid-spezifischen CD8+/CD69+, IFNg-produzierenden T-Zellen im 
Tumor des Patienten UTR vor dem 20. Vakzinationszyklus. Die isolierten TILs wurden nach 5-tägiger 
Kultur für die intrazelluläre IFNg-Färbung mit den Peptiden unter Zugabe von BFA für 5,5 h stimuliert 
und danach im FACS analysiert. Als Kontrollpeptide wurden das HLA-A*01-restringierte MAGE-3168-176 
Peptid und das HLA-A*0201-restringierte CMVpp65 Peptid eingesetzt.  
 
Die Frequenzen der für die Melan A/MART-1 Peptide spezifischen T-Zellen im peripheren 
Blut unterscheiden sich geringfügig von den Frequenzen in den Tumor-infiltrierenden 
Lymphozyten. Während im peripheren Blut 1,96% der CD8+ T-Zellen mit IFNg-Produktion 









Melan A/MART-126-3 Tyrosinase366-37 gp100154-162 
gp100280-288 gp100476-485 gp100457-466 
gp100209-217 CMV pp65 MAGE-3168-176 
unstimuliert 
0,10% 1,01% 2,44% 
2,54% 0,43% 0,11% 
0,12% 0,11% 0,12% 
0,10% 0,10% 0,11% 
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Zellen aus dem Tumor eine Reaktion auf dieses Peptid. Ein umgekehrtes Verhältnis zeigte 
sich bei den T-Zellen, die spezifisch für das Peptid Melan A/MART-126-35 waren. Hier war 
eine höhere Frequenz (3,04%) im Blut vorhanden, verglichen mit dem Anteil dieser Zellen 
(2,44%) im Tumor. Die Frequenz der Tyrosinase366-378-spezifischen T-Zellen aus dem Tumor 
war mit 0,33% mehr als doppelt so hoch wie die im peripheren Blut (0,13%).  
 
Eine höhere Frequenz von CD8+ T-Zellen spezifisch für das Mimotop Melan A/MART-126-35 
verglichen mit der Reaktion auf das natürliche Epitop Melan A/MART-127-35 wurde sowohl bei 
Patient NRO als auch bei Patient UTR gemessen. Insgesamt zeigten die Frequenzanalysen 
der Peptid-spezifischen T-Zellen während der Hybridzell-Vakzination bei 3 Patienten eine 
sehr hohe Anzahl dieser Zellen im peripheren Blut. Bei diesen Patienten wurde allgemein 
nach Vakzination ein Anstieg Antigen-spezifischer CD8+ T-Zellen im peripheren Blut 
registriert. Diese Immunantwort korrelierte bei dem Patienten UTR mit einer Stabilisierung 
der Krankheit. Patient MDU zeigte eine komplette Remission der verbliebenen Metastasen 
nach einer Hybridzell-Vakzination.  
 
Bei den unstimulierten Proben lag die Frequenz der IFNg-produzierenden T-Zellen bei den 
jeweiligen Messungen zwischen 0% und 0,11%. Diese Werte wurden von den 
entsprechenden stimulierten Proben subtrahiert. Die Frequenzen der Proben, die mit den 
Kontrollpeptiden MAGE-3168-176 (bei HLA-A*0201+ Patienten), MAGE-3271-278 (bei HLA-A*01+ 
Patienten) und CMVpp65 stimuliert wurden, lagen mit 0% bis 0,12% im Bereich der 
unstimulierten Proben.  
 
4.2.7 Charakterisierung der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen  
Für die detaillierte Untersuchung der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen wurden 
unterschiedliche Verfahren eingesetzt. Aufschlussreiche Ergebnisse wurden über eine 
phänotypische Charakterisierung mit tetramerisierten, Peptid-beladenen MHC-I-Molekülen 
kombiniert mit funktionellen Analysen wie der intrazellulären Zytokin-Färbung und 
Zytotoxizitätsversuchen erzielt. Grundsätzlich liefern diese Verfahren unterschiedliche 
Informationen. Die Färbung mit tetrameren MHC-Molekülen identifiziert alle CD8+ T-Zellen, 
deren T-Zellrezeptor für den eingesetzten MHC-Peptid-Komplex spezifisch ist, liefert aber 
keine Informationen über die Funktionalität dieser Zellen. Im Gegensatz dazu werden mit der 
intrazellulären IFNg-Färbung nur die T-Zellen erfasst, die funktionell intakt sind und nach 
spezifischer Stimulation mit Peptiden IFNg produzieren können.  
Die zytotoxische Aktivität der Tumor-spezifischen CD8+ T-Zellen wurde in 51Cr-
Freisetzungsversuchen gemessen. Für diese Untersuchungen wurden nur Proben von 
Patienten berücksichtigt, die in den Frequenzanalysen eine hohe Anzahl an Peptid-
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spezifischen Zellen aufwiesen und somit eine statistisch relevante Aussage über die 
Eigenschaften dieser Zellen lieferten.  
 
4.2.7.1 Färbung mit tetrameren MHC-Molekülen und intrazelluläre IFNg-Messung 
Mit der MHC-Tetramer-Färbung werden unabhängig von ihrer Reaktionsfähigkeit diejenigen 
T-Zellen nachgewiesen, die eine Spezifität für ein bestimmtes Antigen besitzen. Somit 
werden auch Zellen, die aufgrund von Anergie, Toleranz, Suppression oder Defekten im 
Signaltransduktionsweg keine funktionelle Kapazität besitzen, detektiert. Die Funktionalität 
der Tetramer-spezifischen Zellen wurde nach Stimulation mit dem entsprechenden Peptid 
mittels intrazellulärer IFNg-Färbung ermittelt.  
Die CD8+ T-Zellpopulation wurde, wie in Abbildung 15 dargestellt, eingegrenzt und nur diese 
Zellen wurden in die Auswertung einbezogen.  
 
 
Abbildung 15: Charakterisierung der Lymphozytenpopulation von Patient UTR mit den Markern CD8 
und tetrameren MHC-I-Molekülen beladen mit dem Peptid Melan A/MART-126-35 (TET-ELA). Die 
gesamte CD8+ T-Zellpopulation wurde für die weitere Charakterisierung eingesetzt.  
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Durch die Kombination von MHC-Tetrameren und intrazellulärer IFNg-Färbung wurde die 
Funktionalität der Tetramer-spezifischen T-Zellen ermittelt. Die Stimulation der Peptid-
spezifischen T-Zellen führte zu einer Herunterregulation der T-Zellrezeptoren der aktivierten 
Zellen, so dass nach Stimulation die Färbung dieser Zellen mit Tetrameren abgeschwächt 
war (Abbildung 16 B und D). Diese Beobachtung wurde auch von anderen Arbeitsgruppen 
gemacht (Nielsen et al., 2000; Romero et al, 2000).  
 
 
Abbildung 16: CD8+ T-Zellen nach kombinierter Färbung anti-CD69, tetrameren MHC-I-Molekülen 
beladen mit dem Peptid Melan A/MART-126-35 (TET-ELA) und intrazellulärer IFNg-Färbung bei (A) 
unstimulierten PBMCs und (B-D) bei PBMCs, die mit dem entsprechenden Peptid stimuliert wurden. 
Oben rechts sind jeweils die Prozentzahlen der Zellen aus den einzelnen Quadranten angegeben. Die 
Prozente beziehen sich auf die gesamte CD8+ Population.   
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Bei Patient UTR wurden in der unstimulierten Probe mit Tetrameren 10% der gesamten 
CD8+ T-Zellen als spezifisch für das Peptid Melan A/MART-126-35 identifiziert (Abbildung 16 A). 
Die Stimulation mit dem Peptid führte zur IFNg-Produktion in 5,6% der CD8+ T-Zellen 
(Abbildung 16 B). Das bedeutet, dass mehr als die Hälfte der Peptid-spezifischen Zellen bei 
diesem Patienten noch die Fähigkeit besaß, auf das Peptid Melan A/MART-126-35 zu 
reagieren. Bei etwa einem Drittel der Peptid-spezifischen T-Zellen wurde der T-Zellrezeptor 
nach Stimulation herunterreguliert, aber keine IFNg-Produktion induziert (Abbildung 16 A und 
B, unterer linker Quadrant im Vergleich). Ein Anteil von 1,6% der Peptid-spezifischen CD8+ 
T-Zellen (Abbildung 16 B) reagierten auf die Stimulation nicht mit IFNg-Produktion. Die 
Färbung gegen den Aktivierungsmarker CD69 zeigte ein ähnliches Bild (Abbildung 16 C und 
D). CD69 (Antigen Leu23) ist ein früher Aktivierungsmarker, der von aktivierten Zellen bereits 
30 min nach Stimulation exprimiert wird (Lopez-Cabrera et al. 1993; Nylander & Kalies, 
1999). Die Funktion dieses Oberflächenmarkers ist noch nicht bekannt. Es exprimieren 7,8% 
der CD8+ T-Zellen den Aktivierungsmarker CD69 nach Stimulation, insgesamt 5% der CD8+ 
Zellen produzieren IFNg (Abbildung 16 C).  Etwa 75% der TAA-spezifischen T-Zellen 
exprimierten den Aktivierungsmarker CD69 nach Stimulation mit dem spezifischen Peptid, 
aber nur 50% produzieren auch gleichzeitig IFNg (nach Eingrenzen auf die MHC-Tetramer-
positiven CD8+-T-Zellen, Daten nicht gezeigt). Folglich exprimierten ca. 25% der TAA-
spezifischen T-Zellen CD69 nach Aktivierung, waren aber nicht in der Lage, IFNg zu 
produzieren.  
 
4.2.7.2 Charakterisierung TAA-spezifischer/IFNg+ CD8+ T-Zellen mittels verschiedener 
Oberflächenmarker 
Für die weitere Charakterisierung der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen wurden 
unterschiedliche Oberflächenmoleküle gefärbt, die Aufschluss über den Phänotyp dieser 
Zellen geben. Diese Marker sind in Tabelle 7 zusammengefasst, ihre Funktion ist kurz 
beschrieben.  
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CD45RA Regulation der Aktivierung, Dephos. u. Aktivierung von Tyrosin-Kinasen 
Expression auf T-Zellen vor 
Antigen-Kontakt, naiv 
CD45RO Regulation der Aktivierung, Dephos. u. Aktivierung von Tyrosin-Kinasen 
Expression auf T-Zellen nach 
Antigen-Kontakt, memory 
CD28 Kostimulatorisches Signal, Bindung an CD80 und CD86 
Expression auf T-Zellen, notw. 
für primäre Aktivierung 
CD27 T-Zell-T-Zellinteraktion, Bindung an CD70 Expression auf Effektor-T-Zellen 
Aktivierungszustand 
CD44 Bindung an Adhäsionsmoleküle, 
Migration 
Expression auf aktivierten T-
Zellen 
NK-/NKT-Zell-Marker 
KIRs Rezeptoren mit inhibitorischer Wirkung auf zytolytische Aktivität 
Express. auf Übergangsformen 
von T- und NK-Zellen 
CD56 Nicht bekannt NK-Zellmarker 
CD16 Nicht bekannt NK-Zellmarker 
CD57 Zell-Zell-Kontakt NK-Zellmarker 
Anergie 
CD3z CD3z-Verlust korreliert mit anergetischen Zellen 
Anzahl auf anergetisierten Zellen 
verringert 
 
Diese detaillierten Untersuchungen wurden bei Patient UTR vorgenommen. Bei diesem 
Patienten waren hohe Frequenzen an Melan A/MART-126-35 und Melan A/MART-127-35-
spezifischen T-Zellen mittels IFNg-Färbung identifiziert worden, welche Voraussetzung für 
weiterführende Analysen waren. Für beide Epitope wurden spezifische T-Zellen sowohl mit 
funktioneller Kapazität als auch mit fehlender Reaktionsfähigkeit gefunden, so dass im 
Folgenden vier verschiedene Populationen an spezifischen Zellen bezüglich ihrer Expression 
der zuvor genannten Marker untersucht wurden. Die Ergebnisse für Melan A/MART-127-35-
spezifische T-Zellen sind exemplarisch für drei Marker in Abbildung 17 dargestellt und in 
Tabelle 8 für beide Spezifitäten zusammengefasst.  




Abbildung 17:  CD8+ T-Zellen nach Stimulation mit dem Peptid Melan A/MART-126-35 und 
intrazellulärer IFNg-Färbung. Die  Zellen wurden zusätzlich mit Melan A/MART-126-35 beladenen 
tetrameren MHC-I-Molekülen (TET-ELA) und mit (A-B) anti-CD45RO, (C-D) anti-CD28 und (E-F) anti-
CD56 gefärbt. Oben rechts sind jeweils die Prozentzahlen der Zellen aus den einzelnen Quadranten 
angegeben. Die Prozente beziehen sich auf die gesamte CD8+ Population. 
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Sowohl die IFNg+/Tetramer+ positiven T-Zellen als auch die IFNg-/Tetramer+ T-Zellen 
exprimieren den Marker CD45RO nicht. Nur 0,8% der gesamten CD8+ T-Zellen waren 
sowohl positiv für CD45RO als auch für das MHC-Tetramer (Abbildung 17 B). Für den CD28 
Marker ergab sich ein ähnliches Bild. Bis auf 0,3% waren alle MHC-Tetramer+, CD8+ T-
Zellen für CD28 negativ (Abbildung 17 D). Die sequentielle Analyse durch Eingrenzen der 
Tetramer+-Population ergab, dass eine geringe Anzahl dieser Zellen (2,5%) CD28 
exprimierten, aber kein IFNg produzieren konnten (IFNg-/Tetramer+). Im Gegensatz dazu 
wurde CD28 von der IFNg+/Tetramer+ Population nicht exprimiert. Die Färbungen mit dem 
CD45RA Marker zeigten, dass 35% der IFNg+/Tetramer+ T-Zellen diesen Marker exprimierten 
(Daten nicht gezeigt). Die IFNg+/Tetramer+ T-Zellen weisen demnach einen CD45RO-/CD28- 
und zu 35% einen CD45RA positiven Phänotyp auf. Der CD8+/CD28-/CD45RO-/CD45RA+ T-
Zellphänotyp ist nach neuesten Erkenntnissen bei antigen-spezifischen T-Zellen im 
Effektorstadium vorzufinden (Valmori et al., 2002). Zellen mit diesem Phänotyp weisen durch 
die Expression von Perforin sowie Granzym A und B ein hohes zytolytisches Potential auf 
(Hamann et al., 1999). Weder die IFNg+/Tetramer+ Zellen, noch die IFNg-/Tetramer+ zeigten 
eine Expression des NK-Zellmarkers CD56 Markers (Abbildung 17 E und F).  
 
Die gleichen Messungen wurden bei Patient UTR auch mit tetrameren MHC-I-Molekülen 
beladen mit dem Peptid Melan A/MART-127-35, durchgeführt. Ähnlich wie die 
Melan A/MART-126-35-spezifischen T-Zellen zeigten die IFNg-produzierenden 
Melan A/MART-127-35-spezifischen Zellen einen CD8+/CD28-/CD45RO- Phänotyp. Es wurde 
ebenfalls eine Herunterregulation des T-Zellrezeptors nach Stimulation mit dem Peptid 
Melan A/MART-127-35 beobachtet (Abbildung 18). Es waren 11% der CD8+ T-Zellen positiv für 
die Melan A/MART-127-35-beladenen tetrameren MHC-I-Moleküle. Nach Stimulation mit dem 
entsprechenden Peptid reduzierte sich die Frequenz der Tetramer-spezifischen T-Zellen auf 
7,3%.  
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Abbildung 18:  CD8+ T-Zellen nach Färbung mit tetrameren MHC-I-Molekülen beladen mit dem 
Peptid Melan A/MART-127-35 (TET-AAG) bei unstimulierten PBMCs (links) und bei PBMCs, die mit 
dem entsprechenden Peptid stimuliert wurden (rechts). Oben rechts sind jeweils die Prozentzahlen 
der Zellen aus den einzelnen Quadranten angegeben. Die Prozente beziehen sich auf die gesamte 
CD8+ Population.   
 
Im Gegensatz zu der Stimulation mit dem Peptid Melan A/MART-126-35 reagierten auf das 
Peptid Melan A/MART-127-35 nur 3,4% der gesamten CD8+ Zellen mit IFNg-Produktion 
(Abbildung 18). Dementsprechend waren insgesamt nur noch 20% der Melan A/MART-127-35-
spezifischen Zellen in der Lage, auf dieses Peptid zu reagieren. Sowohl die IFNg+/Tetramer+ 
Zellen als auch die IFNg-/Tetramer+ Zellen exprimierten zu 38% den CD45RA Marker. 
Hingegen waren nur 1,1% der Tetramer+CD8+ T-Zellen auch positiv für den Marker CD45RO 
und exprimierten gleichzeitig IFNg nach Stimulation mit dem Peptid. Die IFNg-/Tetramer+ 
Zellpopulation exprimierte zu 2,8% diesen Marker.  
Nach der sequentiellen Analyse der CD8-Subpopulationen zeigte sich, dass die doppelt 
positiven IFNg+/Tetramer+ Zellen CD28 nicht exprimierten, während die IFNg-/Tetramer+ 
Zellen diesen Marker zu 2,2% exprimierten. Für den NK-Zellmarker CD56 waren sowohl die 
IFNg+/Tetramer+ Zellen als auch die IFNg-/Tetramer+ Zellen negativ. Die gesamte 
IFNg+/Tetramer+ Zellpopulation exprimierte den Aktivierungsmarker CD69, während die 
IFNg-/Tetramer+ Zellen diesen Marker nur zu 60% exprimierten.  
 
Die CD3-zeta Kette des T-Zellrezeptors spielt eine wichtige Rolle bei der Signalübertragung 
während der Aktivierung der T-Zelle. Eine geringe oder fehlende Expression dieser Kette 
führt zu einer unvollständigen Aktivierung der antigenspezifischen T-Zellen und verhindert 
somit die zytotoxische Lyse der Zielzelle (Reichert et al., 1998). Von 45% der CD8+ 
Lymphozyten wurde CD3-zeta auf einem intermediären Niveau exprimiert und von 20% auf 
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einem hohen Niveau, während die restlichen 35% negativ für diesen Marker waren. Alle 
IFNg+/Tetramer+ Zellen exprimierten CD3-zeta in einem intermediären Bereich.  
 
Die Ergebnisse der phänotypischen Charakterisierung der Melan A/MART-126-35- und der 
Melan A/MART-127-35-spezifischen CD8+ T-Zellen sind in Tabelle 8 dargestellt.  
 
Tabelle 8: Charakterisierung der CD8+ T-Zellen von Pat. UTR spezifisch für die Peptide 
Melan A/MART-126-35 und Melan A/MART-127-35 auf die Expression verschiedener 
Oberflächenmarker mittels FACS-Analyse nach spezifischer Peptidstimulation.  Quantifizierung 
der entsprechenden CD8+ Subpopulationen: -, 0-2%;    -/+, 2-20%; +, 20-40%; ++, 40-60%; +++, 
60-80%; ++++, 80-100%, ND: nicht durchgeführt. 
 




IFNg+/TET+ IFNg-/TET+ IFNg+/TET+ IFNg-/TET+ 
     
Linienmarker     
CD3 ++++ ++++ ++++ ++++ 
CD8 +++ +++ +++ +++ 
CD56 - - - - 
CD16 - - ND - 
Differenzierungs- 
Marker 
    
CD28 - -/+ - -/+ 
CD45RA + + + + 
CD45RO - -/+ -/+ -/+ 
CD44 +++ +++ +++ +++ 
Aktivierungsmarker     
IFNg ++++ - ++++ - 
CD69 ++++ -/+ ++++ ++ 
Funktionsmarker     
CD3zeta + + + + 
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Für die IFNg-produzierenden CD8+ T-Zellen nach Peptidstimulation ergab sich bei Patient 
NRO bezüglich der in Tabelle 8 aufgeführten Marker ein ähnliches Expressionsmuster wie bei 
Patient UTR. Es konnten allerdings keine Messungen mit Peptid-beladenen tetrameren 
MHC-I-Molekülen vorgenommen werden.  
 
Um das Differenzierungsstadium der reaktiven Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen der 
Patienten UTR und NRO genauer zu charakterisieren, wurde die Expression der Marker 
CD27, CD57, CD25, CD71 und Perforin untersucht. T-Zellen verlieren im Laufe ihrer 
Differenzierung erst den CD28- und danach den CD27-Marker (Hamann et al., 1999; Valmori 
et al., 2002). CD27 spielt eine Rolle im T-Zell-T-Zellkontakt nach Aktivierung. Spezifische 
enddifferenzierte Effektor-T-Zellen exprimieren den NK-Zellmarker CD57 (Mingarii et al., 
1996). Die genaue Funktion des CD57-Moleküls ist noch nicht bekannt. Die Ergebnisse der 
FACS-Analysen für Patient UTR bezüglich dieser Marker sind in Abbildung 19 gezeigt.  
 
 
Abbildung 19:  Charakterisierung der CD3+/CD8+ T-Zellen von Patient UTR bezüglich der Marker 
CD27 und CD57. Die Zellen wurden 5,5 h mit dem Peptid Melan A/MART-126-35 unter Zugabe von BFA 
stimuliert und auf intrazelluläre IFNg-Produktion untersucht.  
 
Insgesamt exprimierten bei Patient UTR 27,7% und bei Patient NRO 24% (Daten nicht 
gezeigt) der CD3+/CD8+ T-Zellen den Marker CD27. Sowohl bei Patient UTR als auch bei 
Patient NRO waren nur 1,7% der CD3+/CD8+ T-Zellen durch eine Expression des Markers 
CD27 und gleichzeitige der IFNg-Produktion gekennzeichnet. Bezogen auf die IFNg-
produzierende Zellpopulation, exprimierten 32% der Zellen CD27. Der Marker CD57 wurde 
bei Patient UTR von insgesamt 29,6% der CD3+/CD8+ T-Zellen exprimiert, 3,6% produzierten 
gleichzeitig IFNg nach Peptidstimulation und waren CD57 positiv. Bezogen auf die gesamte 
IFNg-produzierende T-Zellpopulation ist das ein Anteil von annährend 70%.  
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Für den Transferrinrezeptor CD71, der auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird, waren nach 
Peptidstimulation sowohl bei Patient UTR als auch bei Patient NRO alle IFNg-
produzierenden Zellen positiv. Der hoch affine IL-2-Rezeptor CD25 wurde von den IFNg-
produzierenden Zellen größtenteils nicht exprimiert. Bei Patient UTR waren in der 
unstimulierten Probe 0,6% der CD8+ T-Zellen positiv für CD25. Nach Stimulation mit dem 
Peptid Melan A/MART-126-35 wurde ein Anstieg dieser Zellen auf 1,5% beobachtet, jedoch 
konnten nur 0,12% der CD8+ T-Zellen auch gleichzeitig IFNg produzieren. Bei Patient NRO 
lag die Anzahl der CD8+ T-Zellen, die CD25 und gleichzeitig IFNg nach Peptidstimulation 
produzierten bei 0,07%.  
 
Um nachzuweisen, ob die Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen über zytotoxisches Potential 
verfügen, wurde der Perforingehalt der IFNg-produzierenden Zellen gemessen. Sowohl bei 
Patient UTR als auch bei Patient NRO konnte nach Peptidstimulation Perforin intrazellulär 
detektiert werden (Abbildung 20). Die Proliferationsfähigkeit der Peptid-spezifischen CD8+ T-
Zellen wurde mit mAK gegen das Proliferations-assoziierte Zellkern-Antigen Ki-67 gemessen 
(Kubbutat et al, 1994). Dieses Antigen wird in allen aktiven Stadien des Zellzyklus exprimiert 
(Abbildung 20).  
 
 
Abbildung 20: Charakterisierung der CD3+/CD8+ T-Zellen von Patient UTR bezüglich der Marker Ki-
67 und Perforin. Die Zellen wurden 5,5 h mit dem Peptid Melan A/MART-126-35 unter Zugabe von BFA 
stimuliert und auf intrazelluläre IFNg-Produktion untersucht. Die Prozentzahlen in den einzelnen 
Quadranten beziehen sich auf die gesamte CD8+ T-Zellpopulation.  
 
Die Ergebnisse dieser Messungen zeigen, dass bei Patient UTR insgesamt 1,2% der CD8+ 
T-Zellen den Proliferationsmarker Ki-67 exprimierten. Dagegen exprimierten nur 0,1% der 
Tumor-spezifischen IFNg+/CD8+ T-Zellen diesen Marker. Ein ähnliches Bild wurde auch bei 
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Patient NRO beobachtet. Insgesamt waren 1,5% der CD8+ Zellen positiv für diesen Marker, 
jedoch produzierten nur 0,05% zusätzlich auch IFNg nach Peptidstimulation.  
 
Charakteristisch für funktionell intakte zytotoxische T-Zellen ist ein hoher Perforingehalt. 
Perforin wird nach der Stimulation der T-Zellen ausgeschüttet und lagert sich in die Membran 
von Zielzellen. Durch die hierdurch ausgebildeten Poren dringen zytotoxische Substanzen, 
wie z.B. Granzym und schädigen die Zielzellen. Sowohl bei Patient UTR als auch bei Patient 
NRO zeigten die Zellen, die auf das Peptid Melan A/MART-126-35 spezifisch mit IFNg-
Produktion reagierten, einen hohen Perforingehalt. Durch die Stimulation unter Zugabe von 
BFA wurde die Ausschüttung von Perforin verhindert und  dieses anschließend intrazellulär 
gemessen. Bei Patient UTR waren 34,4% und bei Patient NRO 12% der CD8+ T-Zellen 
positiv für Perforin. Innerhalb der IFNg-produzierenden Zellpopulation zeigten bei Patient 
UTR 70,3% der Zellen auch eine Perforinexpression. Bei Patient NRO waren 72,9% der 
IFNg-produzierenden T-Zellen auch Perforin-positiv.  
 
4.2.7.3 Charakterisierung antigenspezifischer CD8+ T-Zellen nach Kurzzeit-Kultivierung 
Um die Effekte der Zellkultur auf die Expression unterschiedlicher Marker zu untersuchen, 
wurden durchflusszytometrische Messungen mit frisch isolierten Lymphozyten und Zellen 
aus Lymphozytenkulturen durchgeführt.  
Es wurden isolierte PBMCs von Patient UTR mit dem Peptid Melan A/MART-126-35 oder 
Melan A/MART-127-35 unter Zusatz von IL-2 für 5-7 Tage kultiviert. Bei Patient NRO wurden 
antigenspezifische T-Zelllinien gegen das Peptid Melan A/MART-126-35 generiert, da solche 
Zellen in einer höheren Frequenz nachgewiesen worden sind. Nach 5-7 Tagen wurden die 
Kulturen mittels Peptid-beladener tetramerer MHC-I-Moleküle auf ihre Spezifität im 
Durchflusszytometer untersucht. Es zeigte sich, dass 70-95% der CD8+ T-Zellen nach 
Kultivierung mit den Peptiden positiv für das entsprechende Tetramer waren. Durch die 
Kultivierung mit IL-2 konnte für die Zellen beider Patienten ein shift vom CD45RA zum 
CD45RO Phänotyp beobachtet werden. In frisch isolierten PBMCs wurden keine CD45RO 
positiven Peptid-spezifischen Zellen detektiert. Des Weiteren waren die Peptid-spezifischen 
CD8+ T-Zellen in den verschiedenen Kulturen zwischen 3-12% für CD25 positiv. Für den 
Marker CD44 waren nach Kultivierung bei beiden Patienten alle Peptid-spezifischen T-Zellen 
positiv.  
 
Verglichen mit frischen Lymphozyten aus dem peripheren Blut ist ein deutlicher Unterschied 
im Expressionsmuster der einzelnen Marker nach Kultivierung mit IL-2 für 5-7 Tage 
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festzustellen. Eine Beeinflussung der funktionellen Kapazität und Zytotoxizität dieser Zellen  
durch die Kulturbedingungen ist nicht auszuschließen.  
 
4.2.7.4 Untersuchung der Expression von killer inhibitory receptors auf TAA-
spezifischen CD8+ T-Zellen 
An der Regulation der zytotoxischen Aktivität von T- und NK-Zellen sind so genannte killer 
inhibitory receptors (KIR) beteiligt (Mingari et al, 1998; Bakker et al, 1998; Baars et al, 2000).  
Die KIRs werden neben NK-Zellen auch auf Subpopulationen von ab- und gd-T-Zellen 
exprimiert. Die über den Antigenkontakt vermittelte zytotoxische Reaktion wird durch die 
Bindung der KIRs an MHC-I-Allele auf der Zielzelle inhibiert (Ferrini et al, 1994). 
Unterschiedliche HLA-Allele werden hierbei von verschiedenen KIRs erkannt. CD158a 
(p58.1 Molekül) ist ein KI-Rezeptor auf NK-Zellen und auf einer Subpopulation von abT-
Zellen. Dieser Rezeptor erkennt die HLA-C-Allele Cw4, Cw2, Cw5 und Cw6 und verhindert 
nach Bindung an eines dieser Allele die Auslösung eines Aktivierungs-Signals in der T-Zelle. 
Der KI-Rezeptor p58.2 (CD158b) reguliert die zytotoxische Aktivität von NK-Zellen und einer 
Subpopulation von T-Zellen durch die Interaktion mit den HLA-C-Allelen Cw1, Cw3, Cw7 und 
Cw8 (Kim et al, 1997). Der KI-Rezeptor Kp43 (CD94) reguliert die Aktivität von NK-Zellen 
und T-Zellen durch die Bindung an unterschiedliche HLA-E-Allele (Moretta et al, 1994). Das 
Antigen KIR-NKAT2 erkennt die HLA-C Allele Cw3, Cw1, Cw7 und Cw8. Der KI-Rezeptor 
NKB1 hemmt durch die Bindung an die HLA-B-Moleküle Bw4 die durch den T-Zellrezeptor-
Antigen-Komplex induzierte Aktivierung der T-Zelle und allgemein die zytotoxische Aktivität 
von NK-Zellen (Gumperz et al, 1995).  
Aberante Zellen wie Tumorzellen oder Virus-infizierte Zellen haben oft eine geringere oder 
fehlende Expression an MHC-I-Molekülen und können somit leichter von NK-Zellen lysiert 
werden.  
 
Um festzustellen, ob die Peptid-spezifischen T-Zellen diese Rezeptoren exprimieren und 
somit trotz IFNg-Produktion nach Peptidstimulation eine Lyse der Zielzelle möglicherweise 
verhindert werden kann, wurden die entsprechenden Marker bei Patient UTR und NRO 
untersucht. Entsprechend des HLA-Typus wurde bei Patient UTR (HLA-Typ: A2, A11; 
B35(Bw6), B60(40)(Bw6); Cw3, Cw4 DR1, DR8; DR52; DQ1) die Expression der KIRs  
CD158a, CD158b, CD94 und NKAT2 untersucht. Bei Patient NRO (HLA-Typ: A2, A24(9); 
B44(12)(Bw4), B57(17)(Bw4); Cw5, Cw6, DR7, DR11(5); DR53; DQ2, DQ7(DQ3)) wurden 
die Marker CD158b, NKB1 und CD94 untersucht.  
Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen für die KI-Rezeptoren sind 
exemplarisch für Patient UTR in Abbildung 21 dargestellt. Die Peptid-spezifische CD8+ T-
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Zellpopulation wurde mittels intrazellulärer IFNg-Färbung nach Stimulation mit dem 
Melan A/MART-126-35 Peptid ermittelt.  
 
 
Abbildung 21: Charakterisierung der CD3+/CD8+  T-Zellen von Patient UTR bezüglich der KIR-
Moleküle CD94 (A), CD158b (B), NKAT2 (C) und CD158a (D). Die Zellen wurden 5,5 h mit dem Peptid 
Melan A/MART-126-35 unter Zugabe von BFA stimuliert und auf intrazelluläre IFNg-Produktion 
untersucht.  
 
Diese Messungen bei Patient UTR zeigen, dass abgesehen von CD94 (4,9%) keiner der KI-
Rezeptoren in nennenswertem Maße von den Peptid-spezifischen, IFNg-produzierenden T-
Zellen exprimiert wurde. Insgesamt exprimierten 65,4% der CD3+/CD8+ T-Zellen den 
Rezeptor CD94. Die Peptid-spezifischen T-Zellen waren nach der intrazellulären Färbung zu 
annähernd 100% positiv für CD94. Den Marker CD158b exprimierten insgesamt 17,8% der 
CD3+/CD8+ T-Zellen. Nur 0,4% dieser Zellen exprimierten CD158b und IFNg nach 
Peptidstimulation. Bei manchen Messungen wurde in der 4. Fluoreszenz anstelle von CD3 
der NK-Zellmarker CD16 untersucht. Diese FACS-Analysen ergaben, dass die CD158b 
positiven Zellen zu 30%  CD16+ NK-Zellen und zu 70% CD8+ T-Zellen waren. Des Weiteren 
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wurde der KI-Rezeptor NKAT2 mit Ausnahme eines geringen Prozentsatzes (0,3%) von den 
IFNg-produzierenden Zellen nicht exprimiert. Insgesamt wurde dieser Marker von 11,3% der 
CD3+/CD8+ T-Zellen exprimiert. 10% der CD3+/CD8+ T-Zellen exprimierten CD158a auf 
einem niedrigen Niveau. Die Mehrheit der IFNg-produzierenden T-Zellen exprimierte diesen 
Marker nicht. Die zusätzlichen Messungen mit dem NK-Zellmarker CD16 zeigten, dass 15% 
der NK-Zellen positiv für diesen Marker waren.  
 
Bei Patient NRO zeigten die Melan A/MART-126-35-spezifischen IFNg+ T- Zellen ebenfalls 
keine Expression des CD158a KI-Rezeptors. Den NKB1 Marker exprimierten insgesamt  
8,9% der Zellen aus der Lymphozytenpopulation. Von den CD3+/CD8+ T-Zellen waren 2% 
der Zellen positiv für NKB1. Die IFNg-produzierenden T-Zellen waren negativ bezüglich 
dieses Markers. Den Rezeptor CD94 exprimierten 25% der gesamten Lymphozyten. 
Innerhalb dieser Population exprimierten die CD3+/CD8+ T-Zellen zu 38% diesen Marker. Die 
IFNg-produzierenden T-Zellen waren intrazellulär zu 100% positiv für diesen Marker. 9% der 
Lymphozyten exprimierten bei diesem Patienten den KI-Rezeptor CD158b. Die CD3+/CD8+ 
T-Zellen waren zu 6,7% positiv für diesen Marker. 2,3% der CD158b-exprimierenden Zellen 
waren CD16 positiv. Die Melan A/MART-126-35-spezifischen IFNg-produzierenden Zellen 
exprimierten diesen Marker nicht.  
 
Die Analyse der Expression der KIRs zeigte, dass die Peptid-spezifischen IFNg-
produzierenden CD8+ T-Zellen für diese Marker größten Teils negativ sind. Eine 
inhibitorische Wirkung in der T-Zellaktivität könnte lediglich durch den CD94 KI-Rezeptor, 
den diese Zellen zu 100% exprimieren, verursacht werden.   
 
4.2.8 Zytotoxische Aktivität der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen 
Die Fähigkeit der Tumor-spezifischen CD8+ T-Zellen zur Lyse von Zielzellen, die das 
entsprechende Tumor-assoziierte T-Zellepitop auf ihrer Oberfläche präsentieren, wurde in 
51Chromfreisetzungsversuchen untersucht. Diese Versuche wurden ebenfalls nur bei den 
Patienten mit hohen Frequenzen an Peptid-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut oder 
Tumor durchgeführt. Die Peptid-spezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut der Patienten 
NRO und UTR wurden mittels MACS-Technik aus PBMCs isoliert und direkt als 
Effektorzellen eingesetzt. Zugleich wurden auch Antigen-spezifische T-Zelllinien und soweit 
möglich aus Lymphozytenkulturen gewonnene oder Tumor-infiltrierende Lymphozyten aus 
Tumorgewebe eingesetzt. Als Zielzellen für die Peptid-spezifische Lyse wurden T2-Zellen, 
mit und ohne Peptid, und die NK-sensitive Zelllinie K562 verwendet. Die Ergebnisse der 
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Abbildung 22: Bestimmung der spezifischen Lyse mittels 51Chromfreisetzungsversuch bei Patient 
NRO. Als Effektorzellen wurden aus dem peripheren Blut isolierte Melan A/MART 126-35 spezifische 
CD8+ T-Zellen in den auf der x-Achse angegebenen Verhältnissen eingesetzt. Die verwendeten 
Zielzellen sind in der Legende angegeben. 
 
Die Melan A/MART 126-35-spezifischen CD8+ T-Zellen, die mittels MACS-Technik anhand 
ihrer spezifischen IFNg-Produktion nach Peptidstimulation aus PBMCs isoliert wurden, 
zeigten eine hohe spezifische Lyse von Peptid-beladenen T2 Zellen. Bei einem Verhältnis 
von 20 Effektorzellen pro Zielzelle lag die spezifische Lyse bei 67%. Die hohe lytische 
Kapazität verringerte sich nur geringfügig bei niedrigeren Effektor-Zielzell-Verhältnissen. Bei 
0,6 Effektorzellen : 1 Zielzelle betrug die spezifische Lyse immer noch 53%. Daraus lässt 
sich schließen, dass eine stark aktivierte Effektorzelle mehrere Zielzellen lysieren kann. 
Diese Ergebnisse wurden mit Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen, die nach Isolierung 5 Tage 
unter Zusatz von IL-2 kultiviert wurden, erzielt. Nach insgesamt 12 Tagen wurde mit diesen 
Effektorzellen erneut ein 51Chromfreisetzungsversuch durchgeführt. Auch zu diesem 
Zeitpunkt lag bei einem Verhältnis von 20 Effektorzellen : 1 Zielzelle die spezifische Lyse bei 
70%, verringerte sich aber bei einer Ratio von 0,6 Effektorzellen : 1 Zielzelle auf 20%. Die 
Lyse der ungepulsten T2 Zellen und der K562 lag bei 20 Effektorzellen : 1 Zielzelle bei 10% 
bzw. bei 18%. Auch diese Werte verringerten sich auf 3% bzw. 4% nach 12 Tagen Kultur. 
Die Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL) zeigten ebenfalls eine hohe zytotoxische 
Aktivität (Abbildung 23).  





























































Abbildung 23: Bestimmung der spezifischen Lyse mittels 51Chromfreisetzungsversuch bei Patient 
NRO. Als Effektorzellen wurden TILs aus Tumorgewebe in den auf der x-Achse angegebenen 
Verhältnissen eingesetzt. Die verwendeten Zielzellen sind in der Legende angegeben.  
 
Die Tumor-infiltrierenden Lymphozyten von Patient NRO lysierten sowohl Zielzellen, die mit 
dem Peptid Melan A/MART 126-35 beladen wurden, als auch mit Melan A/MART 127-35 
beladene Zellen. Die spezifische Lyse lag bei den Ansätzen mit Melan A/MART 126-35-
beladenen T2 Zellen bei 46%. Beim gleichen Effektor-Zielzell-Verhältnis lag die Lyse der 
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nicht beladenen T2-Zellen bei 7% und die der NK-sensitiven K562-Zellen bei 16%. Im 
Gegensatz dazu wurden die Melan A/MART 127-35-beladenen Zielzellen in einem höheren 
Maße lysiert. Bei einer Ratio von 20 Effektorzellen : 1 Zielzelle lag die spezifische Lyse bei 
70%. Bei diesem Verhältnis wurden 8% der unbeladenen T2 Zellen und 18% der K562 
Zellen lysiert. 
 
Bei Patient UTR konnten sowohl Melan A/MART 126-35- als auch Melan A/MART 127-35-
spezifische CD8+ T-Zellen über MACS-Technik aus dem peripheren Blut isoliert werden. 
Beide wurden als Effektorzellen im 51Chromfreisetzungsversuch eingesetzt. Die Ergebnisse 
dieser Messungen sind in Abbildung 24 dargestellt.  
Auch bei diesem Patienten zeigten die isolierten Peptid-spezifischen T-Zellen nach 5-tägiger 
Kultur unter Zusatz von IL-2 eine hohe zytotoxische Aktivität. In den Ansätzen mit 
Melan A/MART 126-35-spezifischen T-Zellen lag die spezifische Lyse der Peptid-gepulsten 
Zielzellen bei 74% und verringerte sich nur geringfügig auf 64% bei der niedrigsten 
Verdünnung. Für die ungepulsten T2 Zellen und die K562 Zellen wurde eine Lyse von 17% 
bzw. 12% gemessen. Die Melan A/MART 127-35-spezifischen T-Zellen zeigten eine höhere 
lytische Kapazität. Bei einem Verhältnis von 20 Effektorzellen : 1 Zielzelle wurden 95% der 
Zielzellen lysiert. Auch bei einer geringen Ratio von Effektorzellen zu Zielzellen (0,6 : 1) 
betrug die spezifische Lyse 88%. Diese Zellen lysierten mit 70% in hohem Maße auch die 
ungepulsten T2 Zellen. Die NK-spezifische Lyse von K562-Zellen lag bei einem 20 : 1 






























































Abbildung 24: Bestimmung der spezifischen Lyse mittels 51Chromfreisetzungsversuch bei Patient 
UTR. Als Effektorzellen wurden aus dem peripheren Blut isolierte Melan A/MART 126-35- und 
Melan A/MART 127-35- spezifische T-Zellen in den auf der x-Achse angegebenen Verhältnissen 
eingesetzt. Die verwendeten Zielzellen sind in der Legende angegeben. 
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Bei Patient UTR wurde ebenfalls die zytotoxische Aktivität der Tumor-infiltrierenden 
Lymphozyten gemessen. Wie bei Patient NRO wurden auch hier die TIL nach Isolierung aus 
dem Tumorgewebe 5 Tage unter Zusatz von IL-2 kultiviert, um eine ausreichende Zellzahl zu 
erreichen. Danach wurden diese Zellen als Effektorzellen im 51Chromfreisetzungsversuch 





























































Abbildung 25: Bestimmung der spezifischen Lyse mittels 51Chromfreisetzungsversuch bei Patient 
UTR. Als Effektorzellen wurden TILs aus Tumorgewebe in den auf der x-Achse angegebenen 
Verhältnissen eingesetzt. Die verwendeten Zielzellen sind in der Legende angegeben.  
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Die Tumor-infiltrierenden Zellen zeigten gegenüber beiden Peptiden eine Reaktivität. 
Allerdings waren die Werte für die spezifische Lyse bei den TILs niedriger als bei den 
isolierten Peptid-spezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut. Die TILs reagierten auf die 
Melan A/MART 126-35-gepulsten T2 Zellen mit einer spezifischen Lyse von 69%. Die 
zytotoxische Aktivität gegen Melan A/MART 127-35-gepulste T2 Zellen lag bei 66%. Die Lyse 
der ungepulsten T2 Zellen war mit 38% relativ hoch, was darauf hindeutet, dass in der TIL-
Kultur auch T-Zellen mit nicht definierten Spezifitäten gegen T2-Zellen vorhanden waren. Die 
Lyse der K562-Zellen war mit 14% in einem Bereich, der für eine sehr geringe NK-Aktivität 
der TILs spricht.  
 
Zusätzlich zu den mit MACS-Technik isolierten Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen wurden 
bei diesen Patienten auch gemischte Lymphozytenkulturen, die mit Peptiden stimuliert 
wurden, angesetzt. Die hierdurch generierten Antigen-spezifischen T-Zellen zeigten in den 
51Chromfreisetzungsversuchen ebenfalls eine hohe Reaktivität. Bei Patient UTR reagierten 
die Melan A/MART 127-35-spezifischen CD8+ T-Zellen mit einer spezifischen Lyse von 98% 
auf die mit diesem Peptid gepulsten T2 Zellen. Die entsprechenden Melan A/MART 126-35-
spezifischen T-Zellen reagierten mit einer Lyse von 75% der korrespondierenden Zielzellen. 
Eine deutlich niedrigere spezifische Lyse wurde bei den generierten Tyrosinase366-378-
spezifischen T-Zellen gefunden. Hier wurde ein Wert von 30% gemessen, während bei den 
generierten gp100154-162-spezifischen T-Zellen keine zytotoxische Aktivität festgestellt wurde. 
Bei Patient NRO zeigten die mit Melan A/MART 126-35-generierten spezifischen T-Zellen eine 
im gleichen Maße hohe Lyse (62%) wie die über MACS-Technik isolierten Zellen. Bei diesem 
Patienten war die Frequenz der Melan A/MART 127-35-spezifischen T-Zellen im peripheren 
Blut mit maximal 0,3% zu gering, um eine Isolierung mittels MACS-Technik vorzunehmen. 
Nach 5-tägiger Kultur mit dem Peptid Melan A/MART 126-35 in einer gemischten 
Lymphozytenkultur induzierten die Lymphozyten dieses Patienten eine spezifische Lyse von 
66% der mit diesem Peptid gepulsten Zielzellen.  
 
Die 51Chromfreistzungsversuche zeigen, dass die Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen dieser 
Patienten in vitro, nach kurzzeitiger Kultivierung mit IL-2, eine zytotoxische Aktivität gegen 
entsprechende Zielzellen aufweisen.  
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4.2.9 Reaktion der CD8+ T-Zellen auf autologe Tumorzellen 
Die Reaktion der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen auf autologe Tumorzellen wurde mittels 
intrazellulärer IFNg-Färbung bestimmt. Dafür wurden die PBMCs des Patienten UTR mit den 
autologen Tumorzellen unter Zugabe von BFA für 5,5h inkubiert. Danach wurden die Zellen 
gegen die T-Zellmarker CD3 und CD8 und die Aktivierungsmarker CD69 und IFNg gefärbt 
und im 4-Farben-FACS analysiert. Zusätzlich wurden Ansätze mit unstimulierten PBMCs, mit 
allogenen Tumorzellen stimulierten PBMCs und mit Peptid-stimulierten PBMCs mitgeführt. 
Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 26 dargestellt.  
 
 
Abbildung 26: Reaktion der CD3+/CD8+ T-Zellen von Patient UTR auf autologe Tumorzellen (B), 
allogene Tumorzellen (C) und dem Peptid Melan A/MART 126-35 (D); unstimulierte Kontrolle (A). Die 
Reaktivität wurde mittels intrazellulärer IFNg-Färbung, nach 5,5h Inkubation mit den angegebenen 
Stimuli, unter Zusatz von BFA gemessen. Dargestellt sind die CD3+/CD8+ T-Zellen bezüglich ihrer 
CD69-Expression und IFNg-Produktion.  
 
Bei Patient UTR reagierten 7% der CD3+/CD8+ T-Zellen aus dem peripheren Blut auf die 
Stimulation mit autologen Tumorzellen mit IFNg-Produktion und CD69-Expression. Auf die 
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allogenen Tumorzellen von einem ebenfalls HLA-A*0102 Patienten reagierten nur 0,4% der 
CD3+/CD8+ T-Zellen mit der Expression dieser Marker. Die eingesetzte allogene 
Tumorzelllinie war im Gegensatz zu den autologen Tumorzellen eine Langzeitkultur. Durch 
die häufigen Teilungen könnten die Zellen Antigene von ihrer Oberfläche verloren haben. 
Der Verlust wichtiger Antigene könnte der Grund für die geringe Reaktion der Lymphozyten 
auf diese Tumorzellen sein. Hingegen wurden die Tumorzellen des Patienten UTR nur 5 
Tage in Kultur gehalten und während dieser Zeit im Gegensatz zur allogenen Tumorzelllinie 
nur 1 x mit Trypsin behandelt. In den Ansätzen mit autologen Tumorzellen exprimierten 
13,7% der CD3+/CD8+ T-Zellen den Marker CD69, ohne jedoch IFNg zu produzieren. Bei der 
Stimulation mit allogenen Tumorzellen waren dies 2,7%. Im Gegensatz dazu zeigten bei der 
Peptidstimulation nur 0,7% der CD3+/CD8+ T-Zellen eine Expression des CD69 Markers 
ohne IFNg zu produzieren. Diese Reaktionen sind vermutlich auf die vielfältigen antigenen 
Eigenschaften der Tumorzellen im Vergleich zu einem gereinigten einzelnen Antigen  
zurückzuführen. Auf das Peptid Melan A/MART 126-35 reagierten insgesamt 4,7% der 
CD3+/CD8+ T-Zellen mit IFNg-Produktion und CD69-Expression.  
 
Bei Patient NRO war, bedingt durch eine geringere Tumormasse, die Durchführung dieser 
Experimente nicht möglich. Die gesamten Tumorzellen wurden für therapeutischen Zweck 
(Hybridzell-Vakzination) benötigt.  
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4.3 Antigen-spezifische CD8+ T-Zellen bei unbehandelten Melanompatienten 
 
Das Vorhandensein von Antigen-spezifischen CD8+ T-Zellen wurde im peripheren Blut und in 
den Tumoren von unbehandelten Melanompatienten untersucht. Von Interesse war ein 
Vergleich der Frequenzen dieser Zellen im Tumor versus Blut, da anzunehmen ist, dass 
Antigen-spezifische T-Zellen eher im Tumor vorhanden sind.  
Bei 5 HLA-A*0201+ und einem HLA-A*01+ Melanompatienten konnten Tumor-infiltrierende 
Zellen aus frischem Tumormaterial isoliert werden. Nach 5-8 Tagen Kultur unter Zusatz von 
IL-2 wurde die Reaktion auf die bekannten Melanompeptide mittels intrazellulärer IFNg-
Färbung im Durchflusszytometer untersucht. Bei einem Patienten konnten auch ohne 
vorherige Kultur eine ausreichende Anzahl an TILs isoliert werden, die unmittelbar für die 
Frequenzbestimmung eingesetzt wurden. Die Frequenzen der Peptid-spezifischen T-Zellen 
im peripheren Blut wurden mit isolierten PBMCs mittels intrazellulärer IFNg-Färbung 
bestimmt. Die Melanom-Metastasen wurden histologisch auf das Vorhandensein von 
Melanom-Antigenen untersucht.  
 
4.3.1 Patienten 
Keiner der Patienten erhielt eine chemotherapeutische Behandlung als die Metastasen zur 
TIL-Präparation exzidiert wurden. Bei Patient HGI war ein Primärtumor am linken 
Oberschenkel vorhanden. Es erfolgte die Exzision von 2 Metastasen thorakal und am 
Oberbauch links. Patient WBR entwickelte ein amelanotisches malignes Melanom. Nach 
Melanommetastasenbildung erfolgte eine Lymphknoten-Dissektion in der linken Leiste. Bei 
Patient VPA wurde die Exzision eines metastatischen Melanoms am Schulterblatt 
vorgenommen, gefolgt von der Exzison einer axillären Lymphknotenmetastase. Bei Patient 
WRE erfolgte die Exzision einer cerebralen Metastase und einer pulmonalen Metastase. 
Patient IWI entwickelte eine Metastase am Unterschenkel und inguinale und axilläre 
Lymphknotenmetastasen, die exidiert wurden. Bei Patient LHE wurden eine pulmonale und 
eine suprapankreatische Lymphknotenmetastase entnommen.  
 
4.3.2 Histologische Untersuchung der Metastasen 
Für die immunhistochemische Untersuchung der Tumorzellen wurden Antikörper gegen die 
Melanom-Antigene Tyrosinase, gp100, Melan A/MART 1, MAGE-1 und MAGE-3 verwendet. 
Die Charakterisierung des T-Zellinfiltrats in den Metastasen erfolgte im Hinblick auf die 
Expression von CD3, CD8 und CD4. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 9 
dargestellt.  
Bei den Patienten HGI und WBR waren 25% der Zellen positiv für die jeweiligen 
Tumorantigene. Das T-Zellinfiltrat, bestehend aus CD4 und CD8 T-Zellen, war am Rand der 
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Tumorareale lokalisiert. Bei Patient VPA exprimierten die Tumorzellen keines der 
untersuchten Tumorantigene. Die Population der infiltrierenden T-Zellen war ausschließlich 
CD4+.  Die Tumorzellen von Patient IWI exprimierten zu 25% die jeweiligen Tumorantigene. 
Ein gleicher Anteil von CD8- und CD4-positiven T-Zellen (50%) infiltrierte das Tumorgewebe 
bei diesem Patienten. Patient WRE zeigte im Tumor ebenfalls zu 25% eine Expression der 
jeweiligen Tumorantigene. Das T-Zellinfiltrat setzte sich in dieser Tumorprobe zu 25% aus 
CD4+ und zu 75% aus CD8+ T-Zellen zusammen. Bei dem HLA-A*01+ Patienten LHE 
exprimierten die Tumorzellen zu 25% das MAGE-3 Antigen und zu 5% das MAGE-1 Antigen. 
Die Tumor-infiltrierenden T-Zellen im Tumormaterial waren zu 50% CD4+ und zu 50% CD8+.  
 
Tabelle 9: Histologische Untersuchung der Melanommetastasen bei unbehandelten Patienten. Es 
wurden spezifische Antikörper zur Anfärbung des T-Zellinfiltrats und der Melanom-Antigene 
eingesetzt. Quantifizierung: ++, 25-50% der Zellen positiv; +, 5-25% der Zellen positiv; (+), 2-5% der 








HGI R+ R+ R+ + + + + 
WBR R+ R+ R+ + + + F+ 
VPA + - + - - - - 
IWI ++ ++ ++ + + + + 




CD3 CD8 CD4 MAGE-1 MAGE-3 
LHE ++ ++ ++ (+) + 
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4.3.3 Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im Blut 
Bei unbehandelten Patienten wurden im peripheren Blut nur geringe Frequenzen von Peptid-
spezifischen CD8+ T-Zellen detektiert. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 10 
zusammengefasst.  
 
Tabelle 10: Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im peripheren Blut von unbehandelten  
HLA-A*0201+ und HLA-A*01+ Melanompatienten. Dargestellt sind die Prozente der CD3+/CD8+ T-
Zellen, die nach 5,5h Peptidstimulation unter Zusatz von BFA mit einer IFNg-Produktion reagierten. 
























HGI 0,03 0 0 0 0 0,03 0,01 0 0 
WBR 0 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01 0,04 0,01 0,02 
VPA 0 0,01 0,01 0,01 0,01 0 0,01 0 0,01 
IWI 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02 





LHE 0,01 0 
 
Die Frequenzen der Peptid-spezifischen T-Zellen in dem peripheren Blut der unbehandelten 
Melanompatienten lagen in einer Größenordnung von 0-0,07%, in den unstimulierten Proben 
zwischen 0-0,02%. Auf das Kontrollpeptid CMV war die Reaktion bei allen Patienten nicht 
höher als 0,03%. Die HLA-A*0201+- Patienten zeigten auf das HLA-A*01-restringierte Peptid 
MAGE-3168-176 (Kontrollpeptid) mit höchstens 0,03% ebenfalls eine Frequenz im Bereich des 
Färbungshintergrundes der unstimulierten Proben. Bei dem HLA-A*01+-Patienten wurde als 
Kontrollpeptid zusätzlich zu dem CMV-Peptid auch das HLA-A*0201-restringierte 
MAGE-3271-278 Peptid eingesetzt. Auch hiermit wurde keine Stimulation der T-Zellen induziert. 
Patient HGI zeigte mit 0,06% die höchsten Frequenzen für die gp100-Peptide mit den 
           Ergebnisse 
 101 
Sequenzen 154-162 und 209-217. Eine Reaktion von 0,04% zeigten die CD3+/CD8+ T-Zellen 
dieses Patienten für das Peptid MAGE-3271-278. Für die restlichen Peptide waren die 
Frequenzen bei diesem Patienten mit 0-0,02% an der Nachweisgrenze. Bei Patient WBR 
zeigten 0,04% der CD3+/CD8+ T-Zellen eine Reaktion auf das gp100476-485 Peptid. Für die 
restlichen Peptide war die Reaktion mit 0-0,02% an der Nachweisgrenze. Die T-Zellen von 
Patient VPA reagierten auf keines der eingesetzten Melanompeptide. Bei Patient IWI wurde 
im peripheren Blut ebenfalls keine Reaktion der T-Zellen auf die eingesetzten Peptide 
festgestellt. Bei Patient WRE war die Frequenz der Peptid-spezifischen T-Zellen am 
höchsten; 0,07% der CD3+/CD8+ T-Zellen reagierten auf das Peptid gp100280-288, während 
0,03% auf das gp100209-217 Peptid reagierten. Eine Reaktion von 0,04% der CD3+/CD8+ T-
Zellen wurde in dem Ansatz mit dem Peptid Melan A/MART 126-35 gemessen. Bei dem HLA-
A*01-positiven Patienten LHE wurden keine spezifischen T-Zellen im peripheren Blut 
detektiert.  
 
4.3.4 Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im Tumor 
Im Vergleich zum peripheren Blut war die Frequenz der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen 
bei 3 der 6 Patienten im Tumorgewebe um ein Vielfaches höher. Die Ergebnisse dieser 
Messungen sind in Tabelle 11 zusammengefasst. 
 
Tabelle 11:  Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im Tumorgewebe von unbehandelten  
HLA-A*0201+ und HLA-A*01+ Melanompatienten. Dargestellt sind die Prozente der CD3+/CD8+ T-
Zellen, die nach 5,5h Peptidstimulation unter Zusatz von BFA mit einer IFNg-Produktion reagierten. 
























HGI 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 
WBR 0,25 0,5 0,52 0,12 0,18 0,16 0,07 0,17 0,12 
VPA 0 0 0,01 0 0,03 0 0 0,01 0 
IWI 0,02 0,27 0,51 0 0,23 0,27 0 0 0,08 
WRE 0 2,77 3 0,2 1,5 0,52 0,02 0,1 0,35 
 





LHE 0,04 0 
 
Die Frequenzen der Peptid-spezifischen T-Zellen im Tumorgewebe der unbehandelten 
Melanompatienten lagen in einer Größenordnung von 0-2,77%, in den unstimulierten Proben 
zwischen 0-0,2%. Es zeigte sich, dass bei den Patienten die höhere Frequenzen an Peptid-
spezifischen T-Zellen im Tumor aufwiesen, auch in den unstimulierten Proben eine höhere 
Anzahl an IFNg-produzierenden Zellen vorhanden war.  Diese Werte wurden jeweils von den 
Werten der stimulierten Proben subtrahiert. Auf das Kontrollpeptid CMV war die Reaktion der 
TILs bei allen Patienten nicht höher als 0,2%. Die HLA-A*0201+- Patienten zeigten auf das 
HLA-A*01-restringierte Peptid MAGE-3168-176 (Kontrollpeptid) mit höchstens 0,2% auch keine 
spezifische Reaktion (der Wert ist mit dem Färbungshintergrund der unstimulierten Proben 
identisch). Bei dem HLA-A*01+-Patienten wurde als Kontrollpeptid zusätzlich zu CMV auch 
das HLA-A*0201-restringierte MAGE-3271-278 Peptid eingesetzt. Auch hiermit wurde keine 
spezifische Stimulation der T-Zellen erzielt. Bei Patient HGI zeigten die Tumor-infiltrierenden 
Lymphozyten keine Reaktion auf die eingesetzten Melanompeptide. Hingegen wurde bei 
Patient WBR auf jedes Peptid eine spezifische Reaktion der CD8+ T-Zellen festgestellt. Da 
bei diesem Patienten eine ausreichende Anzahl an TIL isoliert werden konnte, wurde die 
Frequenzbestimmung ohne vorherige Kultur mit IL-2 durchgeführt. Dadurch wurde eine 
kulturbedingte Verzerrung der Ergebnisse verhindert. Die mit 0,52% höchste Frequenz 
wurde bei diesem Patienten für das Peptid Melan A/MART 126-35 gemessen. Bei Patient VPA 
lagen die Frequenzen der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen mit 0-0,03% an der 
Nachweisgrenze. Im Gegensatz dazu zeigte sich im Tumorgewebe des Patienten IWI eine 
hohe Frequenz an Peptid-spezifischen T-Zellen. Für das Peptid Melan A/MART 126-35 wurde 
eine Frequenz von 0,51% gemessen. Für die Peptide Melan A/MART 127-35 und gp100280-288 
wurde jeweils eine Frequenz von 0,27% festgestellt. Auf die restlichen Peptide reagierten 
0-0,23% der CD8+ T-Zellen. Auch bei Patient WRE wurden im Tumorgewebe hohe 
Frequenzen an Peptid-spezifischen T-Zellen gemessen. Die höchste Frequenz (3%) zeigten 
bei diesem Patienten ebenfalls die Melan A/MART 126-35-spezifischen CD8+ T-Zellen. Im 
gleichen Bereich (2,77%) lag die Frequenz der  Melan A/MART 127-35-spezifischen T-Zellen 
im Tumor dieses Patienten. Die Punktdiagramme der FACS-Analyse für die Messungen im 
peripheren Blut und Tumorgewebe wurden für diesen Patienten in Abbildung 27 und Abbildung 
28 exemplarisch dargestellt. Bei dem HLA-A*01 positiven Patienten konnte nur für das Peptid 
MAGE-1161-169 eine geringe Anzahl (0,04%) von spezifischen T-Zellen detektiert werden.   
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Bei Patient WRE konnte eine detaillierte Untersuchung der TILs durchgeführt werden. Mittels 
FACS-Analyse wurden die Peptid-spezifischen T-Zellen auf die Expression der T-Zellmarker 
CD45RO, CD45RA, CD28, CD3zeta und CD56 untersucht. In den Messungen zeigten die 
Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen zum Teil einen CD45RO+ zum Teil einen CD45RA+ 
Phänotyp. Für den Marker CD28 waren 75% dieser Zellen positiv. Alle spezifischen T-Zellen 
exprimierten CD3zeta und waren negativ für den NK-Zellmarker CD56. Da dieser Phänotyp 
sich deutlich unterscheidet von dem Phänotyp der im Blut vorkommenden Peptid-
spezifischen CD8+ T-Zellen ist ein Einfluss der Kulturbedingungen (IL-2) nicht 
auszuschließen. Ähnliche Ergebnisse bezüglich des Phänotyps von Antigen-spezifischen T-
Zellen, die unter gleichen Kulturbedingungen gehalten wurden, wurden auch von anderen 
Arbeitsgruppen vorgestellt (Nielsen et al., 2000; Valmori et al., 2002).  
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Abbildung 27: Frequenzen der Peptid-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut von Pat. WRE zum 
Zeitpunkt der Tumorentnahme. Die Frequenzen wurden mittels intrazellulärer IFNg-Färbung, nach 5,5-
stündiger Peptid-Stimulation und unter Zugabe von BFA ermittelt. Als Kontrollpeptide wurden das 
HLA-A*01-restringierte MAGE-3168-176 Peptid und das HLA-A*0201-restringierte CMVpp 65 Peptid 










MAGE-3271-278 Melan A/MART-127-35 
Melan A/MART-126-35 Tyrosinase366-378 gp100154-162 
gp100280-288 gp100476-485 gp100457-466 
gp100209-217 CMV pp65 MAGE-3168-176 
unstimuliert 
0,02% 0,04% 0,03% 
0,06% 0,02% 0,02% 
0,09% 0,03% 0,02% 
0,05% 0,03% 0,03% 
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Abbildung 28: Frequenzen der Peptid-spezifischen T-Zellen im Tumorgewebe von Pat. WRE. Die 
Frequenzen wurden mittels intrazellulärer IFNg-Färbung, nach 5,5-stündiger Peptid-Stimulation und 
unter Zugabe von BFA ermittelt. Als Kontrollpeptide wurden das HLA-A*01-restringierte MAGE-3168-176 










MAGE-3271-278 Melan A/MART-127-37 
Melan A/MART-126-35 Tyrosinase366-378 gp100154-162 
gp100280-288 gp100476-485 gp100457-466 
gp100209-217 CMV pp65 MAGE-3168-176 
unstimuliert 
0,2% 0,2% 2,9% 
3,2% 0,4% 1,7% 
0,7% 0,2% 0,3% 
0,5% 0,2% 0,2% 




5.1 Immuntherapien beim malignen Melanom 
Das maligne Melanom gehört zu den Tumoren, gegen die zahlreiche Immunreaktionen in 
vitro und in vivo beschrieben sind. Nicht zuletzt deshalb werden beim Melanom, wie bei 
keinem anderen Tumor weltweit, die meisten immuntherapeutischen Ansätze entwickelt und 
angewendet. Dennoch konnten bis jetzt, trotz intensiver Bemühungen, durch 
Immuntherapien keine signifikanten Erfolge in der Behandlung von Melanompatienten mit 
disseminierter Erkrankung erzielt werden.  
 
Die Fähigkeit oder Unfähigkeit des Immunsystems auf Tumoren zu reagieren ist bisher noch 
nicht aufgeklärt. Da Tumorzellen aus körpereignen, normalen Zellen abstammen ist die 
Erklärung plausibel, dass sie vom Immunsystem ignoriert werden. Nur in einzelnenen Fällen 
konnte gezeigt werden, dass Tumorpatienten Immunreaktionen gegen den Tumor 
entwickeln. Tumor-infiltrierende Lymphozyten, die aus Tumoren isoliert und expandiert 
wurden, zeigen in vitro eine zytotoxische Aktivität gegen frisch isolierte Tumorzellen 
(Topalian et al., 1989; Spagnoli et al., 1995; Panelli et al., 1999). Diese Daten deuten darauf 
hin, dass im Tumor eine lokale Immunreaktion stattfinden kann und dass diese Reaktion 
Tumor-spezifisch ist. Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass Tumor-infiltrierende T-
Zellen spezifisch für Tumor-assoziierte Antigene sind (Romero et al., 1998; Jäger et al., 
2002). Jedoch ist die biologische Relevanz von Tumor-spezifischen T-Zellen in 
Tumorpatienten nicht aufgeklärt, zumal sie häufig bei Patienten mit einem progredienten 
Krankheitsverlauf gefunden werden. Mehrere Gründe könnten für dieses scheinbare 
Paradoxon verantwortlich sein. Einerseits können putative, vom Tumor produzierte 
immunsuppressive Substanzen die Immunantwort verhindern und andererseits könnten die 
Anzahl und der funktionelle Status der Tumor-spezifischen T-Zellen für die Bekämpfung des 
Tumors unzureichend sein. Ziel einer Immuntherapie bei Tumorpatienten wäre demnach die 
optimale Aktivierung und die in vivo Expansion von Tumor-spezifischen T-Zellen. 
 
Bei der Entwicklung von Strategien für anti-Tumor Vakzine werden zwei Richtungen verfolgt: 
a) die Anwendung von ganzen Tumorzellen oder deren RNA und b) der Einsatz von 
definierten Antigenen. Der Vorteil von Immuntherapien mit autologen Tumorzellen ist, dass 
hierin alle relevanten Tumorantigene enthalten sind. Eine Identifizierung der Tumorantigene, 
die für die Vakzination eingesetzt werden, ist somit nicht nötig. Im Tiermodell wurden bis jetzt 
mehrfach protektive Effekte von Tumorzell-Vakzinationen gezeigt, wobei definierte T-
Zellantworten beobachtet wurden. In klinischen Studien erweist sich die Korrelation zwischen 
der Ansprechrate auf die Therapie und der Immunantwort als schwierig, da mehrere 
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Variabeln vorhanden sind und die Untersuchung der Immunantwort komplex ist. Nur in 
einigen wenigen Fällen wird gezeigt, dass die Immunantwort gegen Tumor-spezifische 
Antigene mit der klinischen Antwort korreliert und somit ein Zusammenhang zwischen 
klinischen Effekten und Vakzination besteht (Nestle et al., 1998;  Jäger et al., 1999; Kugler et 
al., 2000; Scheibenbogen et al., 2002).  
 
Im Gegensatz dazu kann bei einer Vakzination mit definierten Antigenen, wie Tumor-
Peptiden oder Tumor-assoziierten Peptiden die Immunantwort systematisch kontrolliert und 
besser in Verbindung mit klinischen Resultaten gebracht werden. Der Einsatz von Peptiden 
für eine Vakzination erfordert die Zugabe von stimulatorischen Adjuvantien. Vakzinationen, 
die mit Peptiden, ohne Zugabe von Adjuvantien oder mit wenig stimulierenden Adjuvantien 
durchgeführt wurden, können T-Zellen nicht effektiv aktivieren und somit Anergie erzeugen 
(Staveley-O’ Carroll et al., 1998; Grohmann et al., 1998). Die Induktion von Anergie in 
Antigen-spezifischen T-Zellen wurde besonders in Bezug auf Autoimmunerkrankungen 
untersucht. Bei diesen Erkrankungen ist im Gegensatz zu Tumorerkrankungen eine 
Unterdrückung von reaktiven T-Zellen erforderlich (Yssel et al., 1996; Adorni, 1993). Die 
Auswahl von Adjuvantien für eine Immuntherapie bei Tumorerkrankungen ist für den Erfolg 
der Therapie von großer Bedeutung.   
 
Sowohl bei Peptid-Vakzinationen als auch bei Tumorzell-Vakzinationen ist eine genaue 




Bei dieser klinischen Studie wurden vier Melanompatienten im Krankheitsstadium IV mit 
Melanom-assoziierten Peptiden in Kombination mit Helfer-Antigenen vakziniert. Ziel dieser 
Immuntherapie war die Induktion von Peptid-spezifischen cytotoxischen T-Lymphozyten. Die 
gleichzeitige Aktivierung von Helferantigen-spezifischen CD4+ T-Zellen, welche ihrerseits 
über die Produktion von IL-2 die Aktivierung und Proliferation der CTLs fördern, sollte die 
Effektivität der Vakzine dabei verstärken. Zum ersten Mal wurden für eine Tumor-
Immuntherapie ubiquitär vorkommende Antigene, gegen die die Patienten eine Reaktion 
zeigten, eingesetzt. Als T-Helfer-Antigene dienten die Recall-Antigene (Alt-Tuberkulin, 
Candida-Antigen, Streptokokken-Antigen, Diphterie-Toxoid, Tetanus-Toxoid, Trychophyton 
und Proteus) aus dem Merieux-Test™. Das Reaktionsprofil der Patienten auf die Recall-
Antigene wurde vor Beginn der Therapie in einem Stempeltest auf der Haut erstellt. Somit 
wurde sichergestellt, dass das Immunsystem dieser Patienten, spezifisch für diese Antigene, 
eine Immunreaktion induzieren kann. Dieses sollte einen Vorteil gegenüber Vakzinen mit 
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allgemein aktivierenden Agenzien bieten, die jedoch in einzelnen Fällen keine Helferfunktion 
auslösen können. Die Recall-Antigene, auf die die Patienten eine Reaktion zeigten, wurden 
zusammen mit den Melanom-Peptiden intrakutan injiziert. Das Tumormaterial dieser 
Patienten wurde zuvor immunhistologisch auf das Vorkommen von Tumor-Antigenen 
untersucht.  
 
Die Evaluation der Therapie wurde sowohl über klinische Parameter als auch über die 
Untersuchung der spezifischen Immunreaktion der Patienten durchgeführt. Für letztere 
wurden die Frequenzen der Peptid-spezifischen CTLs und der Helferantigen-spezifischen 
CD4+ T-Zellen im peripheren Blut der behandelten Patienten bestimmt. Der Nachweis 
erfolgte mittels intrazellulärer IFNg-Färbung nach Restimulation der PBMCs mit den 
entsprechenden Peptiden bzw. Antigenen und anschließender FACS-Analyse zur Ermittlung 
der Frequenzen spezifisch reagierender T-Zellen. Das Immunmonitorring wurde vor der 
Vakzination sowie 24h und 48h nach Vakzination durchgeführt. In manchen Fällen erfolgte 
eine Analyse der spezifischen CTLs auch 6-7 Tage nach Vakzination. Die mit diesen 
Analysen gewonnenen Daten sollten zeigen, ob im Verlauf der Therapie eine Expansion, 
oder Veränderung der Kinetik des Auftretens der Antigen-spezifischen CD8+ T-Zellen im 
peripheren Blut stattfindet.  
 
Alle Patienten zeigten eine Hautreaktion auf mindestens ein Recall-Antigen. Ein 
siebenfacher Anstieg der reaktiven T-Zellen (von  0,07% auf 0,51%) im peripheren Blut 
wurde bei Patient HIG nach der subkutanen Injektion von Proteus-Antigen beobachtet (siehe 
Abbildung 6). Nach 48h sank die Frequenz der Proteus-spezifischen T-Zellen unter den 
Ausgangswert. Es ist also anzunehmen, dass eine Induktion dieser Zellen durch die 
Vakzination stattgefunden hat. Der Aufenthalt dieser Zellen im peripheren Blut scheint in 
diesem Fall nur kurzzeitig zu sein. Eine Migration der Antigen-spezifischen T-Zellen aus dem 
peripheren Blut in sekundäre lymphatische Organe ist anzunehmen. Denkbar wäre auch die 
Eliminierung dieser Zellen durch Mechanismen der Homeostase, da das Antigen nicht 
längere Zeit im peripheren Blut persistiert. Weiterhin wurde der Effekt der Antigen-
Applikation auf die Expression des frühen Aktivierungsmarkers CD69 untersucht. Nach der in 
vitro Stimulation mit Proteus-Antigen zeigten annähernd 55% der CD4+ T-Zellen eine 
Expression des CD69-Markers als Reaktion auf das Antigen. Nur 0,51% dieser Zellen 
produzierten zusätzlich auch IFNg. Ob es sich hier um unterschiedliche T-
Zellsubpopulationen handelt oder eine Funktionsstörung dieser Zellen in der IFNg-Produktion 
besteht, bedarf noch näherer Untersuchungen. Bei der in vitro Stimulation mit dem 
Tuberkulin-Antigen gab es bezüglich des CD69-Markers keine erhöhte Reaktion. Im 
Gegensatz zu den Proteus-spezifischen T-Zellen waren die Tuberkulin-spezifischen T-Zellen 
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auch 48h nach Vakzination im peripheren Blut detektierbar. Eine Korrelation mit der 
Frequenz der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im peripheren Blut konnte nicht festgestellt 
werden.  
Generell zeigte sich im Verlauf der Behandlung mit einer zunehmenden Anzahl an 
Vakzinationen eine Abnahme der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im peripheren Blut.  
Bei Patient HKR wurden vor der ersten Vakzination MAGE-1161-169- und MAGE-3168-176-
spezifische CD8+ T-Zellen im peripheren Blut detektiert. Die höchste Frequenz an 
MAGE-1161-169- und MAGE-3168-176-spezifischen T-Zellen wurde nach der ersten Vakzination 
gemessen (Abbildung 8). Nach dem fünften Vakzinationszyklus konnten bei diesem 
Patienten im peripheren Blut keine Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen nachgewiesen 
werden. Die Erkrankung blieb bis zum fünften Vakzinationszyklus stabil, danach folgte eine 
Progression. Anhand der immunhistologischen Untersuchungen der Tumorprobe, die vor der 
Vakzination entnommen wurde, zeigte sich im Tumor ein T-Zellinfiltrat mit Expression von 
CD3, jedoch nur in geringem Maße die Expression von CD8. Auch die geringe Expression 
von Tumormarkern in dieser Probe könnte zu einer eher unzureichenden Stimulation der T-
Zellen geführt haben. Durch die Vakzination wurden möglicherweise T-Zellen in den 
verbliebenen Metastasen reaktiviert, die zumindest ein Weiterwachstum des Tumors 
verhindern konnten.  
Bei Patient ARU wurde erst während des dritten Vakzinationszyklus eine signifikante 
Frequenz der MAGE-1161-169-spezifischen CD8+ T-Zellen im periphren Blut gemessen. Im 
vierten Vakzinationszyklus wurden hingegen keine Peptid-spezifischen T-Zellen im 
peripheren Blut detektiert (Abbildung 8). Dieser Patient zeigte nach der dritten Vakzination 
eine Progression der Erkrankung. In der untersuchten Tumorprobe waren Tumorantigene 
nur sehr gering exprimiert und auch nur eine geringe Anzahl an infiltrierenden T-Zellen 
vorhanden. Sollte ein ähnliches Verhältnis in den noch vorhandenen Metastasen bestanden 
haben, so wäre die Ausgangssituation für die Induktion einer Immunantwort gegen den 
Tumor schlechter als bei Patient HKR. Dennoch konnte auch bei diesem Patienten ein 
stabiler Zustand der Erkrankung für drei Monate erreicht werden.  
Im Tumormaterial von Patient HIG, das vor der Vakzination entnommen wurde, waren keine 
infiltrierenden T-Zellen vorhanden, jedoch eine hohe Expression der Tumorantigene gp100 
und Melan A/MART 1 in den Tumorzellen. Bei diesem Patienten erhöhte sich im peripheren 
Blut die Frequenz der CD8+ T-Zellen spezifisch für die Peptide MAGE-3271-278, 
Melan A/MART-127-35, gp100154-162 und gp100280-288 24h nach Vakzination. Im zweiten 
Vakzinationszyklus zeigte dieser Patient eine Reaktion auf alle eingesetzten Peptide. Mit 
dem dritten Vakzinationszyklus nahm die Frequenz dieser Zellen im peripheren Blut ab, und 
ab dem vierten Vakzinationszyklus konnten keine Peptid-spezifischen T-Zellen mehr 
nachgewiesen werden (Abbildung 9). Obwohl in der untersuchten Tumorprobe, MAGE-3 von 
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den Tumorzellen nicht exprimiert wurde, wurden nach Vakzination T-Zellen, spezifisch für 
dieses Antigen im peripheren Blut detektiert. Eine Erklärung dafür wäre die Expression 
dieses Antigens in verbliebenen Metastasen und die Mobilisierung der spezifischen T-Zellen 
durch die Vakzine.   
Eine erhöhte Frequenz der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen wurde bei Patient KBI 24h 
nach der ersten Vakzination im peripheren Blut gemessen. Dabei stieg die Frequenz der 
gp100280-288-spezifischen T-Zellen von 0,08% auf 1,25% an. Im weiteren Verlauf jedoch, 
verminderte sich die Frequenz dieser Zellen im peripheren Blut bis unter die 
Nachweisgrenze. Da kein Tumormaterial zur Verfügung stand, konnte keine Korrelation mit 
der Situation im Tumor gemacht werden. Bei diesem Patienten verschlechterte sich der 
Zustand nach der zweiten Vakzination.  
 
Allgemein ist eine Progression der Krankheit mit zunehmender Anzahl an Vakzinationen 
festgestellt worden. Ob die Abnahme der Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen im peripheren 
Blut nach mehreren Vakzinationen mit dem Verlauf der Erkrankung zusammenhängt, ist 
spekulativ. Eine Abnahme der Tumor-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut nach Peptid-
Vakzination wurde jedoch vor kurzer Zeit bei Melan A/MART 1 vakzinierten 
Melanompatienten auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet (Jäger et al., 2002; Lee KH 
et al., 1998). Vielmehr ist die Kinetik der Induktion und Migration von Peptid-spezifischen T-
Zellen in Betracht zu ziehen. Die Schwankungen der Frequenzen im peripheren Blut können 
von vielen Faktoren beeinflusst werden, die bislang noch nicht genauer untersucht wurden. 
Einen Einfluss auf die zelluläre Zusammensetzung des peripheren Blutes können unter 
anderen körperliche Belastungen, der Zeitpunkt der Blutentnahme oder auch die Dauer seit 
der letzten Mahlzeit haben. Solche Faktoren sind aber nur schwer zu standardisieren. Ein 
wichtiger Faktor ist der Zeitpunkt der Blutentnahme. Über die Migrations-Kinetik von 
induzierten Tumor-spezifischen CTLs ist im humanen System nicht viel bekannt. Aus 
ethischen Gründen konnten bei den Melanompatienten keine Untersuchungen im 
stündlichen Rhythmus durchgeführt werden. Es könnte sein, dass zu den 
Untersuchungszeitpunkten von jeweils 24h und 48h nach der Vakzination die Frequenz 
dieser Zellen im peripheren Blut schon verringert ist. Eine schnelle Migration der induzierten 
Tumor-spezifischen T-Zellen in Tumor-befallene Areale wäre denkbar. Ähnliche 
Beobachtungen wurden auch von anderen Arbeitsgruppen gemacht (Lee KH et al., 1999). 
Hier konnte mit Tetramerfärbungen gezeigt werden, dass bei Melanompatienten nach 
Peptid-Vakzination die Frequenz der Peptid-spezifischen CTLs im peripheren Blut steigt. Bei 
Patienten, die zusätzlich mit IL-2 behandelt wurden und die eine Tumorregression zeigten, 
wurden im peripheren Blut hingegen keine spezifischen CTLs detektiert. Die Autoren 
vermuten hier, dass ein schnelles Einwandern dieser Zellen in den Tumor stattgefunden hat. 
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Eine signifikante Tumorregression wurde auch bei Patienten, die mit einem MAGE-3-Peptid 
behandelt wurden, beobachtet (Marchand et al., 1999). Jedoch konnten auch hier keine 
Peptid-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut identifiziert werden. LEE und Kollegen 
fanden bei Melanompatienten, die mit einem gp100-Peptid in IFA vakziniert wurden, nach 
Untersuchungen mit spezifischen tetrameren MHC-Molekülen, im peripheren Blut erhöhte 
Frequenzen (0,2%-2,4% der gesamten CD8+ T-Zellpopulation) an Peptid-spezifischen T-
Zellen. Auch hier bestand keine Korrelation zwischen den Frequenzen der Antigen-
spezifischen T-Zellen und dem Verlauf der Tumorerkrankung (Lee KH et al., 1999).  
 
Eine Erklärung für die geringe Immunreaktion nach der Peptid-Vakzination und dem eher 
progressiven Verlauf der Erkrankung bei Patient ARU und KBI ist möglicherweise auf 
Tumorseite zu finden. Verschiedene Studien unterstützen die Hypothese, dass Tumoren 
durch die Induktion einer generellen Immunsuppression von dem Immunsystem nicht mehr 
erkannt werden (Reichert et al., 1998; Taylor et al., 2001). Dieser Zustand wurde deutlich in 
Tiermodellen und bei Patienten mit einer hohen Tumormasse gezeigt und zeichnet sich 
durch eine geringere Antwort auf ubiquitäre recall-Antigene in vivo und eine verringerte T-
Zellfunktion in vitro, die mit Veränderungen im T-Zell-Signaltransduktionweg korrelieren, aus 
(Tartour et al., 1995; Renner et al., 1996). Die Faktoren, die diese Veränderungen 
hervorrufen sind bis jetzt noch nicht eindeutig identifiziert worden. Die Veränderungen sind 
jedoch in einer hohen Prozentzahl der T-Zellen auffindbar, mit einem breiten Spektrum in der 
Antigenspezifität. Diese Form der Immunsuppression könnte einen signifikanten Einfluss auf 
die Effektivität einer Vakzination haben. Bisher wurde in den meisten 
Vakzinationsprotokollen die Effektivität der Helferantigene nicht systematisch kontrolliert. Bei 
einer generellen Immunsuppression ist es vorstellbar, dass die Reaktion auf oft verwendete 
Helferantigene wie KLH, CFA oder IFA auch vermindert ist. Bei dem vorgestellten 
Vakzinationsansatz in dieser Arbeit wird mit dem Hautstempeltest erstens sichergestellt, 
dass das Immunsystem der Patienten auf mindestens eines der eingesetzten Recall-
Antigene noch reagieren kann. Durch den Einsatz dieses Antigens/e bei der Vakzination wird 
die Induktion von Antigen-spezifischen Th-Zellen gewährleistet und somit Hilfe für die CD8+ 
Peptid-spezifischen T-Zellen geboten. Sowohl in der Injektionsstelle als auch im peripheren 
Blut konnten Antigen-spezifische CD4+ T-Zellen nachgewiesen werden. Weshalb in diesem 
Vakzinationsansatz dennoch im peripheren Blut keine hohen Frequenzen an Antigen-
spezifischen CD8+ T-Zellen gefunden wurden kann unterschiedliche Gründe haben. Auch bei 
Vakzinationsstudien anderer Arbeitsgruppen konnte keine Korrelation zwischen der Anzahl 
an Antigen-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut und dem Krankheitsverlauf gefunden 
werden. Anichini und Kollegen konnten in 4 von 9 Patienten, die mit einem Melan A/MART-1 
Peptid vakziniert wurden, mittels LDA hohe Frequenzen an Melan A/MART-1-spezifischen T-
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Zellen im peripheren Blut nachweisen, jedoch keine Tumorregression (Anichini et al., 1999). 
Bei einer ähnlichen Studie, bei der Melanompatienten mit einem Tyrosinase-Peptid 
immunisiert wurden, zeigten die Frequenzanalysen mit der ELISPOT-Methode, dass bis zu 1 
von 2000 CD8+ T-Zellen im peripheren Blut spezifisch für dieses Peptid waren. Dennoch 
wurde auch hier keine Regression sondern vereinzelt nur eine Stabilisierung der 
Tumorerkrankung festgestellt (Lewis et al., 2000).  
 
Eine mögliche Erklärung für das Vorhandensein von Tumor-spezifischen T-Zellen nach 
Vakzination und einer gleichzeitig hohen Tumormasse  wäre, dass die eingeleitete 
Immunreaktion die quantitative Kapazität für eine Tumorregression nicht erreicht. In den 
meisten Studien handelt es sich, wie auch hier, um Patienten in einem fortgeschrittenen 
Krankheitsstadium, die generell eine hohe Tumorlast aufweisen und bei denen das 
Immunsystem partielle Schäden aufweist. Erfolgsversprechender ist die Applikation von anti-
Tumortherapien im Anfangsstadium der Erkrankung wie zum Beispiel bei Patienten, bei 
denen der Primärtumor entfernt wurde und bei denen eine Vakzination als adjuvante 
Therapie gegen minimale Tumorreste verabreicht wurde. So zeigt eine kürzlich 
veröffentlichte Studie, dass Melanompatienten, bei denen scheinbar die gesamte 
Tumormasse entfernt wurde, die Vakzination mit dem Melan A/MART 127-35-Peptid zu einer 
Induktion von Peptid-spezifischen T-Zellen führte und dass bei diesen Patienten eine 




Die Induktion einer Immunantwort durch die Anwendung von Hybridzellen, die aus DCs und 
Tumorzellen generiert wurden, ist in mehreren Fällen erfolgreich in der Bekämpfung von 
etablierten Tumoren im Tiermodell eingesetzt worden (Stuhler & Walden, 1994; Guo et al., 
1994; Gong et al., 1997; Gong et al., 1998). Die Fusionszellen exprimieren MHC-I, MHC-II 
und die ko-stimulatorischen Moleküle der DC und sowohl bekannte als auch unbekannte 
Antigene des Tumors. Somit werden polyklonale CTL-Antworten gegen multiple 
Tumorantigene generiert. Neuere Daten zeigten im humanen System nach Fusion allogener 
DCs mit autologen Tumorzellen eine effektive Threrapie bei Nierenkarzinompatienten 
(Kugler et al., 2000). Der Hintergrund für die Anwendung von allogenen DCs als 
Fusionspartner ist, dass hohe Frequenzen von T-Zellen eines Individuums auf fremde MHC-
Moleküle reagieren. Die Verwendung von DCs aus gesunden Spendern bietet einen Vorteil 
gegenüber autologen DCs von Tumorpatienten, da letztere in ihrer antigenpräsentierenden 
Funktion defekt sein könnten. Die allo-fusionierten Hybridzellen exprimieren sowohl die MHC 
Klasse II Moleküle der DC, die zur Stimulation von CD4+ T-Zellen dienen, als auch die Tumor 
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MHC Klasse I Moleküle der Tumorzellen, die eingene Tumorantigene an CD8+ T-Zellen 
präsentieren (Tanaka et al., 2001). In diesem Mausmodell hat sich die Fusion allogener DCs 
mit Tumorzellen als vorteilhafter, im Vergkeich zu autologen DCs, in der Induktion der 
Immunantwort erwiesen.  
In unserem Therapieansatz wurden allogene, reife Dendritische Zellen mit autologen 
Tumorzellen fusioniert und als Hybridzellen für die Vakzination von Melanompatienten 
eingesetzt.  
 
Mit der Hybridzell-Vakzine wurden 6 Melanompatienten im Krankheitsstadium III und IV 
behandelt. Durch diese Therapie konnte bei einem Patienten eine komplette Remission 
erzielt werden. Drei Patienten zeigten eine Stabilisierung der Krankheit über mehrere Monate 
und zwei Patienten waren progredient. Die Effizienz der Therapie wurde sowohl mit 
klinischen als auch mit immunologischen Parametern evaluiert. Das Immunmonitorring 
wurde vor, 24h und 48h nach Vakzination anhand der Frequenzbestimmung der reaktiven 
Antigen-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut durchgeführt. Die hohe Anzahl 
zirkulierender Peptid-spezifischer T-Zellen bei den Patienten UTR und NRO, ermöglichte 
eine genaue Charakterisierung dieser Zellen.    
 
Patient MDU, der nach der Vakzination eine völlige Regression der vorhandenen kutanen 
Metastasen zeigte, hatte verglichen mit den Patienten UTR und NRO im peripheren Blut eine 
eher moderate Frequenz an Antigen-spezifischen T-Zellen. 24h nach der Vakzinierung 
wurden bei diesem Patienten MAGE-3- (0,14%), Melan A/MART 127-35- (0,11%) und 
Melan A/MART 126-35-spezifische T-Zellen (0,64%) im peripheren Blut detektiert. Auffällig war 
bei diesem Patienten, dass die CD8+ T-Zellen einen hohen Grundaktivierungsstatus zeigten. 
Auch ohne Peptid-Stimulation exprimierten 50% dieser Zellen CD69 und 20% sezernierten 
gleichzeitig IFNg. Weiterhin fiel auf, dass bei diesem Patienten die Tumorzellen zu 50-80% 
die untersuchten Tumorantigene exprimierten, während bei den anderen Patienten diese 
Antigene im Tumor nur zu 20-40% exprimiert wurden. Sowohl die hohe Expression an 
Tumorantigenen als auch die konstitutive Expression der Aktivierungsmarker auf T-Zellseite 
sind optimale Vorraussetzungen für die Eliminierung des Tumors. Möglicherweise 
favorisierte diese Konstellation das gute Ansprechen von Patient MDU auf die Hybridzell-
Vakzination.  
 
Bei Patient FKÖ wurde nach zwei Vakzinationszyklen eine Progredienz der Erkrankung 
festgestellt und die Vakzinierung abgebrochen. Dieser Patient zeigte immunhistologisch im 
Tumor eine moderate Expression der Tumorantigene und infiltrierende CD8+ T-Zellen. Die 
Tumor-infiltrierenden T-Zellen zeigten jedoch im IFNg-Test keine Reaktion auf die MAGE-1 
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und MAGE-3 Peptide. Auch im peripheren Blut wurden keine reagierenden Antigen-
spezifischen T-Zellen detektiert, so dass der progrediente Krankheitsverlauf möglicherweise 
auf nicht-reagierende T-Zellen zurückzuführen ist.  
 
Im Gegensatz dazu wurden bei Patient NRO, der nach der 3. Vakzination ebenfalls einen 
progredienten Krankheitsverlauf hatte, hohe Frequenzen an Antigen-spezifischen T-Zellen 
im peripheren Blut gemessen. Schon vor der 1. Vakzination wurden bei diesem Patienten im 
peripheren Blut 1,16% CD8+, IFNg-produziernde Melan A/MART 126-35-spezifische T-Zellen 
detektiert. Die Frequenz dieser Zellen stieg nach der 5. Vakzination auf 2,5% im peripheren 
Blut an. Die lytische Kapazität der aus dem peripheren Blut und Tumor isolierten 
Melan A/MART 126-35-spezifische T-Zellen wurde in einem 51Cr-Freisetzungsversuch 
getestet. Es zeigte sich, dass bei gleicher Effektor : Zielzellen-Konzentration die lytische 
Aktivität der Peptid-spezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut mit 70% höher war als die 
lytische Aktivität (50%) dieser Zellen aus dem Tumor. Vermutlich ist bei den TIL durch 
Einwirkung des Tumors eine Verminderung der lytischen Kapazität dieser Zellen induziert 
worden. Hingegen zeigten die Melan A/MART 127-35-spezifischen TIL aus dem Tumor mit 
70% Lyse der Peptid-gepulsten T2-Zellen eine hohe lytische Aktivität. Jedoch konnte dieser 
Wert nicht mit entsprechenden Daten aus dem peripheren Blut verglichen werden, da die 
Frequenz dieser Zellen im peripheren Blut für die Durchführung dieser Analysen zu gering 
war. Trotz hoher Frequenzen an reaktiven Antigen-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut 
und im Tumor konnten diese T-Zellen auch nicht durch die Applikation der Hybridzell-
Vakzine zu einer effizienteren Tumorantwort angeregt werden. Eine erhöhte Frequenz an 
Antigen-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut könnte auch ein Anzeichen für den Verlust 
der Fähigkeit dieser Zellen in der Tumor zu migrieren, sein. Drei Monate nach der 1. 
Vakzination kam es bei diesem Patienten zu weiteren Metastasierungen und 
Tumorwachstum. Auch wenn hohe Frequenzen an Antigen-spezifischen T-Zellen bei einigen 
Patienten vorzufinden sind, besteht die Möglichkeit, dass diese Zellen langsamer 
proliferieren als die Tumorzellen und eine effektive Lyse der Tumorzellen nicht mehr möglich 
ist.   
  
Die Ergebnisse verdeutlichen, dass hohe Frequenzen an Antigen-spezifischen T-Zellen im 
peripheren Blut nicht immer mit Regression des Tumors korrelieren. Diese Beobachtung 
wurde auch von anderen Arbeitsgruppen gemacht (Anichini et al., 1999; Rosenberg et al., 
1999; Letsch et al., 2000). Im Gegensatz dazu konnte eine Arbeitsgruppe bei einem mit 
autologen Tumorzellen vakzinierten Melanompatienten, mit einem sehr langsamen 
Krankheitsverlauf, über 10 Jahre einen Anstieg an Antigen-spezifischen CTLs im peripheren 
Blut nachweisen (Baurain et al., 2000).  
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Patient IKL zeigte im Verlauf der Vakzinierung sowohl einen Rückgang als auch ein 
Neuauftreten von Metastasen. Die Metastase aus der die Hybridzell-Vakzine hergestellt 
wurde, zeigte immunhistologisch nur die Expression des gp100-Antigens. Nach 7-tägiger 
Kultur wurden die aus dieser Metastase isolierten TIL expandiert und auf ihre Spezifität 
mittels FACS-Analyse untersucht. Es zeigte sich , dass nur ein sehr geringer Anteil der TIL 
CD8+ T-Zellen waren und eine niedrige Anzahl dieser Zellen auf Tumor-spezifische Peptide 
reagierte. Immunhistologisch wurden in der Tumorprobe im Infiltrat eine geringe Anzahl von 
CD4+ T-Zellen gefunden. Interessanterweise wurden im peripheren Blut 24h nach 
Vakzination eine geringe Frequenz an Melan A/MART 127-35-spezifischen (0,12%)  und an 
Tyrosinase366-378-spezifischen (0,08%) T-Zellen identifiziert, obwohl diese Antigene in der 
untersuchten Metastase nicht exprimiert wurden. Eine Erklärung dafür könnte das 
Vorhandensein dieser Antigene in noch verbliebenen Metastasen oder das Resultat einer 
Selektion bestimmter Tumorantigene sein. Für Letzteres würde das Neuauftreten von 
Metastasen sprechen.  
 
Bei Patient WCO zeichnete sich der Tumor durch eine geringe Expression an 
Tumorantigenen aus. Die immunhistologische Untersuchung der Tumorprobe zeigte eine 
mittlere Anzahl an infiltrierenden Zellen (30%), die CD8-positiv waren. Im peripheren Blut 
dieses Patienten wurden auch nach Vakzination keine Antigen-spezifischen Zellen detektiert. 
Dennoch konnte durch die Hybridzell-Vakzine ein stabiler Zustand über neun Monate 
induziert werden. Da das Immunsystem durch diese Vakzine mit allen Antigenen des Tumors 
stimuliert wurde, ist es anzunehmen, dass T-Zellen, die für andere Tumorantigene als die zur 
Detektion eingesetzten Peptide spezifisch sind, aktiviert werden können und zur 
Bekämpfung des Tumors beitragen.  
 
Eine hohe Frequenz für die bekannten Melanomantigene Melan A/MART 127-35 und 
Melan A/MART 126-35 spezifischen T-Zellen wurden im peripheren Blut und Tumor des 
Patienten UTR detektiert. Das Immunmonitorring konnte bei diesem Patienten erst ab der 
20. Vakzinierung durchgeführt werden. Über 3% bzw. 2% der zirkulierenden CD3+/CD8+ T-
Zellen waren zu diesem Zeitpunkt spezifisch für das Peptid Melan A/MART 126-35 bzw. 
Melan A/MART 127-35.  Die Frequenz dieser spezifischen T-Zellen erhöhte sich im peripheren 
Blut nach jeder weiteren Vakzination (Abbildung 12). Verglichen mit den anderen Patienten 
wurde bei Patient UTR im peripheren Blut auch eine hohe Frequenz (2,75%) an 
Tyrosinase366-378-spezifischen T-Zellen identifiziert. Bezüglich der Spezifität wurden im 
peripheren Blut verglichen mit dem Tumor gewisse Unterschiede im T-Zellrepertoire 
festgestellt. So konnte im 20. Vakzinationszyklus 24h nach Vakzination im peripheren Blut 
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eine geringe Anzahl an gp100154-162-spezifischen T-Zellen (0,21%) identifiziert werden. Die 
Frequenzanalyse der im Tumor befindlichen TIL zeigte, dass im Tumor keine Zellen mit 
dieser Spezifität vorzufinden waren. Wiederum wurden im Tumor 1% MAGE-3271-278 
spezifische T-Zellen identifiziert, während im peripheren Blut diese Zellen auch nicht nach  
wiederholten Vakzinationen vorzufinden waren. In der Tumorprobe, aus der die 20. 
Hybridzell-Vakzine hergestellt wurde, exprimierten die Tumorzellen die Antigene 
Melan A/MART-1 und MAGE-3 nicht. Es ist anzunehmen, dass die im Tumor vorgefundenen, 
für diese Antigene spezifischen T-Zellen, verantwortlich für die Eliminierung dieser 
Tumorzellen waren, da diese Zellen eine hohe zytotoxische Aktivität aufwiesen. Die Peptid-
spezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut zeigten eine geringfügig höhere lytische 
Aktivität (70-90% Lyse) als die Tumor-infiltrierenden T-Zellen (70% Lyse) gegenüber den 
Peptid-gepulsten Zielzellen. Die in vitro gezeigte, hohe zytotoxische Aktivität der Tumor-
spezifischen T-Zellen könnte bei diesem Patienten den über Monate stabilen 
Krankheitszustand begünstigt haben.  
 
5.4 Charakterisierung der Peptid-spezifischen T-Zellen 
Die Tumor-spezifischen T-Zellen von Patient UTR und NRO wurden mit tetrameren Peptid-
beladenen MHC-I-Molekülen bezüglich ihrer Spezifität charakterisiert und des weiteren auf 
die Expression von Linien-, Differenzierungs- und Aktivierungsmarkern untersucht. Die 
FACS-Analysen zeigten, dass bezüglich der Linienmarker alle Antigen-spezifischen T-Zellen 
CD3- und CD8-positiv waren. Es ist bekannt, dass bestimmte T-Zellpopulationen am Ende 
ihrer Differenzierung auch NK-Zellmarker exprimieren können. Die Melan A/MART 126-35 und 
Melan A/MART 127-35 –spezifischen T-Zellen waren negativ bezüglich der Marker CD16 und 
CD56 und exprimierten den Marker CD57. Die genaue Funktion von CD57 ist noch nicht 
bekannt. Eine Rolle im Zell-Zell-Kontakt und eine gewisse Suppressor-Funktion für die CTL 
Entwicklung werden diesem Marker zugeschrieben (Wang et al., 1994). Die Expression 
dieses Markers auf den Tumor-spezifischen T-Zellen gibt einen Hinweis zur Differenzierung 
dieser Zellen. CD57 wurde auch auf Virus-spezifischen T-Zellen bei chronischen 
Viruserkrankungen identifiziert (Hamann et al., 1999) und zeichnete hier zusammen mit 
anderen Markern einen enddifferenzierten T-Zelleffektortyp aus.  
 
Zur weiteren Charakterisierung wurde die Expression von Differenzierungs- und 
Aktivierungsmarker auf diesen Zellen untersucht. Ein wichtiges Molekül für die T-
Zellaktivierung ist CD28, welches an die co-stimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 
bindet und die Aktivierung von naiven und ruhenden „memory“ T-Zellen induziert (Schwartz, 
1992). In der vorliegenden Arbeit zeigten die FACS-Analysen bezüglich dieses Markers, 
dass die Peptid-spezifischen IFNg-produzierenden T-Zellen diesen Marker nicht 
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exprimierten. Der CD8+/CD28- T-Zellphänotyp wurde in neueren Berichten vermehrt auch bei 
gesunden älteren Personen beschrieben (Mugnaini et al., 1999; Nociari et al., 1999). Die 
Analysen der Vß T-Zellklonalität zeigten hier, dass CD8+/CD28- T-Zellklone über Jahre im 
peripheren Blut überleben können. Die Autoren vermuten, dass es sich um Antigen-
„erfahrene“ T-Zellen handelt und konnten zeigen, dass diese Zellen sich von CD8+/CD28+ T-
Zellen ableiten. Des weiteren wurden innerhalb der CD8+ T-Zellpopulation, bei Patienten mit 
systemischem Lupus erythematodes, mit rheumatoider Arthritis, bei 
Transplantationspatienten und Patienten mit HIV-Infektionen ein hoher Anteil an CD8+/CD28- 
T-Zellen gefunden (Kaneko et al., 1996; Fitzgerald et al., 1995; Vingerhoets et al., 1995). 
Neuere Untersuchungen beschreiben diesen Phänotyp auch bei Melanompatienten (Speiser 
et al., 1999; Valmori et al., 2002). Unsere Ergebnisse bestätigen, dass es sich hier um 
Antigen-spezifische T-Zellen handelt und lassen vermuten, dass ähnlich wie bei chronischen 
Erkrankungen, diese Zellen bei Tumorpatienten über einen langen Zeitraum bestehen 
können.  
 
Das CD27 Molekül befindet sich auf T-Zellen und auf einer B-Zellsubpopulation und wird 
nach der Aktivierung dieser Zellen hochreguliert. Der Ligand für CD27, das CD70 Molekül, 
gehört zur TNF-Familie und wird transient nach Aktivierung auf T- und B-Zellen exprimiert 
(Oshima et al., 1998). Da beide Moleküle von aktivierten T-Zellen exprimiert werden und 
CD70 nicht von Dendritischen Zellen exprimiert wird, wird vermutet, dass die CD27-CD70 
Interaktion durch die T-Zell-T-Zell Interaktion, nach einer initialen Aktivierung durch CD28, 
zur Expansion der T-Zellen führt (Lens et al., 1998; Watts et al, 1999). Bezüglich dieses 
Markers zeigten die Peptid-spezifischen T-Zellen einen gemischten Phänotyp. Nur 32% der 
CD3+/CD8+ IFNg-produzierenden T-Zellen exprimierten nach Stimulation mit dem Peptid 
Melan A/MART 126-35 den Marker CD27. Die restlichen Peptid-spezifischen T-Zellen waren 
negativ für diesen Marker. Durch Studien bei viralen Infektionen konnte die T-Zellentwicklung 
bezüglich der Marker CD28 und CD27 untersucht werden (Kern et al., 1996; Effros et al., 
1996). Obwohl noch nicht gänzlich aufgeklärt wird postuliert, dass bei viralen Erkrankungen 
CD8+/CD28+/CD27+ T-Zellen nach mehrfachen Teilungen erst das CD28 und danach CD27 
verlieren und ein enddifferenziertes CD8+/CD28- /CD27- -Stadium erlangen (Hamann et al., 
1999).  
 
Die Untersuchungen mit den tetrameren MHC I Molekülen, beladen mit den Peptiden 
Melan A/MART 126-35 oder  Melan A/MART 127-35 zeigten bei Patient UTR, dass ein geringer 
Prozentsatz (2,5%) der Tetramer-spezifischen T-Zellen, die nach Peptid-Stimulation kein 
IFNg produzierten, CD28 exprimierten. Die Tetramer+/IFNg-produzierende T-Zellpopulation 
exprimierte diesen Marker nicht. Ob es sich bei den Tetramer+/CD28+ T-Zellen um anerge T-
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Zellen handelt, die nach Peptid-Stimulation kein IFNg produzieren konnten, oder diese Zellen 
sich in einem bestimmten Differenzierungs-Aktivierungs/post-Aktivierungsstadium befinden, 
bleibt noch offen.  
 
In einer Untersuchung in einem Xeno-Transplantationsmodell konnte gezeigt werden, dass 
allo-reaktive CD8+/CD28- T-Zellen die CD4 Th-Antwort unterdrücken (Liu et al., 1998). Die 
CD8+/CD28- T-Zellen konnten in diesem Modell die Hochregulation von CD40L auf den CD4+ 
Th-Zellen unterdrücken und dadurch eine effiziente Stimulation dieser Zellen durch die 
MHC II Xenoantigene verhindern. Der suppressive Mechanismus der CD8+/CD28- T-Zellen 
scheint durch das Interferieren im CD40L-CD40 Signalweg zustande zu kommen. Durch die 
Interaktion dieser Zellen mit APCs (dabei werden suppressive Peptide auf der APC 
vorausgesetzt) werden vermutlich die co-stimulatorischen Moleküle auf der APC 
herunterreguliert und hierdurch die stimulatorische Funktion dieser Zellen reduziert. Anders 
als bei den klonal expandierten CD8+/CD28- T-Zellen bei Viruserkrankungen zeigten die 
alloreaktiven CD8+/CD28- T-Zellen keine zytotoxische Wirkung (Ciubotariu et al., 1998). Im 
Gegensatz dazu  demonstrieren die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit und neueste 
Publikationen (Valmori et al., 2002), dass die Peptid-spezifischen CD8+/CD28- T-Zellen bei 
Melanompatienten eine hohe lytische Aktivität besitzen.  
 
Um den Phänotyp der Melanom-spezifischen CD8+/CD28- T-Zellen genauer zu 
charakterisieren, wurden diese Zellen auf die Expression der Isoformen des CD45 Moleküls 
untersucht. CD45 ist eine Phosphatase, die von allen Leukozyten exprimiert wird und bei der 
Aktivierung dieser Zellen eine Rolle spielt. T-Zellen, die die CD45RO Isoform exprimieren 
werden als „memory“ T-Zellen bezeichnet. Sie können leichter aktiviert werden als die T-
Zellen die die CD45RA Isoform exprimieren (Michie et al., 1992). Die CD45RA+ T-Zellen 
werden als naive T-Zellen bezeichnet und benötigen zur Aktivierung weitere co-
stimulatorische Moleküle. Neure Untersuchungen zeigen, dass sogenannte „memory“ 
Effektor T-Zellen ebenfalls CD45RA exprimieren (post-„memory“ Phänotyp). Die 
Differenzierungswege der unterschiedlichen T-Zellsubpopulationen wurden in erster Linie bei 
Viruserkrankungen erforscht (Hamann et al., 1997). Nach Virusinfektionen wurde eine 
deutliche Expansion in der „memory“ CD8+/CD45RA-/CD28+/CD27+ T-Zellpopulation 
beobachtet. Diese Zellen zeichneten sich auch durch die hohe Expression an Ki67 aus, 
einem Marker der während der Zellteilung exprimiert wird. Im Laufe der viralen Infektion 
wurde auch eine CD28-/CD27- CD8+-T-Zellpopulation identifiziert, die eine geringe 
Expression von Ki67 und einen hohen Perforingehalt aufweist. Ein Teil dieser Zellen 
exprimierte CD45RA und zeichnete sich durch eine geringe proliferative Kapazität aus. Die 
Tatsache, dass diese T-Zellen verkürzte Telomere aufweisen, verglichen mit der 
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CD8+/CD28+ Population und eine hohe lytische Aktivität zeigen, unterstützt die Hypothese, 
dass es sich hier um enddifferenzierte T-Zellen handelt (Hamann et al., 1999).  
 
Angelehnt an das virale Modell sind die Tetramer+/IFNg-produziernden T-Zellen in der 
vorliegenden Arbeit bezüglich der CD45 Isoformen auch einem Effektor „memory“ Typ 
zuzuordnen. Die Tetramer-spezifischen/IFNg-produzierenden T-Zellen, die auf das Peptid 
Melan A/MART 126-35 bzw. auf Melan A/MART 127-35 reagierten, waren zu 33% bzw. 38% 
CD45RA positiv. Diese Zellen exprimierten den CD28 und den CD27 Marker nicht und 
exprimierten nur zu einem geringen Prozentsatz (0,1%) den Proliferationsmarker Ki67. Die 
Antigen-spezifischen T-Zellen exprimierten jedoch Perforin und zeigten eine hohe 
cytotoxische Aktivität im 51Cr-Freisetzungsversuch. Demnach ist der CD8+/CD28-/CD27- und 
teilweise CD45RA+ gefundene Phänotyp der Melanom-spezifischen T-Zellen ein 
enddiferenzierter Zelltyp mit Effektorfunktion. Im Gegensatz dazu zeigen 
Melan A/MART 126-35-spezifische T-Zellen im peripheren Blut gesunder Personen einen 
naiven Phänotyp mit Expression von CD28 und CD45RA und keine zytotoxischen Effekte 
(Pittet et al., 1999). 
 
Anhand der Expression des CCR7-Markers werden die T-Zellen bezüglich ihrer „homing“ 
Eigenschaften unterteilt (Sallusto et al.,1999) . CCR7+ T-Zellen haben die Eigenschaft in die 
Lymphknoten zu migrieren, während CCR7- T-Zellen zu inflammatorischen Stellen migrieren 
können. Folgendes Differenzierungsmodell der Antigen-spezifischen CD8+ T-Zellen wurde 
bei viralen Erkrankungen experimentell bestätigt: CD45RA+CCR7+ ?  CD45RA-CCR7+ ?  
CD45RA-CCR7- ?  CD45RA+CCR7- (Champagne et al., 2001). Hierbei repräsentiert der 
CD45RA+CCR7- Phänotyp ebenfalls ein Enddifferenzierungsstadium der T-Zelle mit hohem 
Perforingehalt. Vor kurzer Zeit wurden bei Melanompatienten Tyrosinase-spezifische T-
Zellen identifiziert, die ebenfalls CD45RA+CCR7- waren, CD28 nicht exprimierten, einen 
hohen Perforingehalt aufwiesen und hohe Tumor-spezifische Zytotoxizität zeigten (Valmori et 
al., 2002). Die in der vorligenden Arbeit charakterisierten Antigen-spezifischen T-Zellen 
waren ebenfalls CD28 negativ, exprimierten zu 70% Perforin und waren zytotoxisch aktiv.  
Die Fähigkeit von Tumor-DC-Hybridzellen in der Induktion zytotoxischer T-Zellen wurde in 
vitro auch für andere Tumorentitäten gezeigt. So konnten Gong und Kollegen zeigen, dass 
sowohl Fusionszellen aus Brusttumorzellen und DCs als auch Ovarkarzinomzellen-DC 
Hybride eine stärkere Induktion Antigen-spezifischer T-Zellen hervorriefen als Tumorzellen 
und DCs alleine (Gong et al., 1999; Gong et al. 2000).  
 
Die Frequenzen der Tumor-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut wurden mittels Färbung 
mit Peptid-beladenen tetrameren MHC-Molekülen und die funktionelle Kapazität dieser 
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Zellen über intrazelluläre IFNg-Färbung nach spezifischer Stimulation bestimmt. Es konnte 
gezeigt werden, dass nicht alle Tumor-spezifischen T-Zellen aktivierbar waren. Die Färbung 
mit den Melan A/MART 126-35 –beladenen tetrameren MHC-Molekülen ergab, dass 10% der 
CD3+/CD8+ T-Zellen bei Patient UTR positiv für dieses Peptid waren. Jedoch konnten nur 
50% dieser Zellen nach Peptid-Stimulaion IFNg produzieren. Anhand der Messungen mit den 
Melan A/MART 127-35 –beladenen tetrameren MHC-Molekülen wurde festgestellt, dass 11% 
der CD3+/CD8+ T-Zellen spezifisch für dieses Peptid waren. Funktionell waren aber nur 20% 
dieser Zellen in der Lage, nach Peptid-Stimulation IFNg zu produzieren. Somit wurde gezeigt, 
dass mehr als die Hälfte der Antigen-spezifischen T-Zellen auf die Peptid-Stimulation nicht 
reagieren konnten. Des weiteren exprimierten die IFNg-produzierenden Zellen die 
Aktivierungsmarker CD69 und CD44, die eine Rolle in der Einleitung der Aktivierung bzw. bei 
Adhäsion und Migration von Zellen spielen.  
Interessanterweise war sowohl bei Patient UTR als auch bei Patient NRO die Reaktion auf 
das Mimotop Melan A/MART 126-35  um ein vielfaches stärker, verglichen mit der Reaktion auf 
das natürliche Epitop Melan A/MART 127-35 . Hierbei könnte die Affinität und Avidität der 
Antigen-spezifischen T-Zellen eine Rolle spielen. Als weitere mögliche Hypothese für die 
Koexistenz von spezifischem Immunsystem und Tumor wird eine geringe Affinität der Tumor-
spezifischen T-Zellen diskutiert. Viele der derzeit bekannten Tumor-assoziierten Antigene 
sind Differenzierungsantigene oder unveränderte Proteine, die im Tumorkontext 
überexprimiert werden. T-Zellen mit großer Affinität zu diesen Autoantigenen sollten in der 
Regel bei der Reifung der Zellen im Thymus durch negative Selektion eliminiert werden und 
nur solche mit geringer Affinität im Repertoire der peripheren T-Zellen vorhanden sein. Diese 
Zellen sollten jedoch nicht in der Lage sein, eine effiziente Antwort gegen die Tumorantigene 
zu vollziehen. Die künstliche Veränderung der Peptidsequenz eines Tumor/Autoantigens 
führt zur Änderung der Affinität der spezifisch reagierenden T-Zellen. Ebenfalls kann durch 
das Mimotop ein unterschiedliches Repertoire an T-Zellen angesprochen werden.  
 
Whiteside und Kollegen argumentieren, dass die Tumor-spezifischen T-Zellen durch 
chronische Überstimulation oder spezifische Signale anergisiert sind und funktionelle 
Defekte aufweisen. In histologischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß die 
Tumor-infiltrierenden Zellen die CD3z-Kette des T-Zellrezeptor-Komplexes nur schwach oder 
gar nicht exprimieren (Dworacki et al., 2001). Damit fehlt diesen Zellen ein wichtiger 
Bestandteil des Signaltransduktionsweges und sie zeigen auch bei vorhandener Antigenität 
des Tumors eine reduzierte bzw. keine Reaktionsfähigkeit gegenüber dem Antigen. Die 
Untersuchungen der Antigen-spezifischen T-Zellen bei Patient UTR zeigten, dass die 
Tetramer+/IFNg+ T-Zellen die CD3z-Kette verglichen mit den übrigen T-Zellen, in einem 
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niedrigeren Maße exprimierten. Dieses könnte ein Grund sein für die in vivo verminderte 
Anti-Tumorreaktion dieser Zellen.  
 
Die Expression von  „Killer Inhibitory Receptors“ (KIR) auf CTL kann ebenfalls das Auslösen 
eines Aktivierungssignals auf diesen Zellen verhindern. Grundsätzlich haben diese 
Rezeptoren sowohl auf bestimmten T-Zellsubpopulationen, als auch auf NK-Zellen eine 
regulatorische Funktion (Raulet et al., 2001). Die Antigen-spezifischen, IFNg-produzierenden 
T-Zellen von Patient UTR und NRO exprimierten die inhibitorischen, IgG-ähnlichen 
Rezeptoren (CD158a, CD158b, NKAT2, NKB1) nicht oder nur in sehr geringem Maße. Im 
Gegensatz dazu wurde der Lektin-ähnliche Rezeptor CD94 bei beiden Patienten von den 
Peptid-spezifischen, IFNg-produzierenden T-Zellen exprimiert. Dieser Rezeptor bildet 
Heterodimere mit Isoformen des NKG2-Moleküls und kann je nach Isoform eine inhibierende 
oder aktivierende Funktion ausüben. Die Untereinheiten NKG2A und –B enthalten eine ITIM 
–Region (engl.: immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif), welche inhibitorische 
Signale vermittelt (Leibson, 1997). Im Gegensatz dazu vermitteln die Moleküle NKG2C und –
E über das Adaptermolekül DAP12 T-Zell-aktivierende Signale (Lanier, 2001). Der für diese 
Färbungen verwendete Antikörper erkennt jedoch nur das CD94 Molekül und gibt somit 
keinen Aufschluss über die assoziierten inhibitorischen oder aktivierenden Untereinheiten. 
Die Expression des CD94-Moleküls scheint jedoch keine inhibitorische Funktion auf die 
Aktivierbarkeit der Antigen-spezifischen T-Zellen auszuüben, da diese Zellen durch 
Peptidstimulation IFNg produzieren konnten und auch entsprechende Peptid-gepulste 
Zielzellen lysierten. Diese Zellen zeigten ebenfalls eine hohe Reaktivität gegenüber 
autologen Tumorzellen. 7% der CD8+ T-Zellen aus dem peripheren Blut reagierten mit 
Expression des Aktivierungsmarkers CD69 und IFNg-Produktion auf die eigenen 
Tumorzellen. Parallel reagierten auf die Stimulation mit dem Melan A/MART 126-35-Peptid nur 
4,7% der CD8+ T-Zellen aus dem peripheren Blut. Demnach sind auf den Tumorzellen 
andere Antigene vorhanden, die Epitope für Tumor-spezifische T-Zellen aufweisen und diese 
Zellen auch spezifisch aktivieren können. Hiermit zeigt sich der Vorteil einer Vakzination mit 
dem gesamten Antigenrepertoire des Tumors verglichen mit einzelnen Tumor-Peptiden. Die 
Anzahl der T-Zellen, die durch die Stimulation mit Tumorzellen den Aktivierungsmarker 
CD69 exprimierten war, mit 21% der gesamten CD8+ T-Zellpopulation sehr hoch. Jedoch 
konnte nur ein Drittel dieser Zellen zusätzlich auch IFNg produzieren (Abbildung 26).  
 
Es ist bekannt, dass unterschiedliche, vom Tumor produzierte Substanzen, die T-
Zellreaktivität direkt oder auch indirekt beeinflussen können (Taylor et al., 2001; Smyth et al., 
2001). Immunsuppressive Zytokine wie TGFb und IL10 können ebenfalls vom Tumor 
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produziert werden und die Reaktivität der Tumor-spezifischen T-Zellen unterdrücken (Mullins 
et al., 2001). Des weiteren führt die Herunterregulation von MHC I Molekülen und 
Tumorantigenen auf Tumorseite zu einer verminderten T-Zellantwort und somit zu einer 
ineffektiven Immunantwort gegen den Tumor (Ferrone et al., 1995). Unsere Ergebnisse 
zeigten, dass Tumorzellen, die öfters passagiert wurden zu einer schwächeren Aktivierung 
der spezifischen T-Zellen führten (Abbildung 26). Ebenfalls konnte in der vorliegenden Arbeit  
mittels tetramerer Tumor-antigenspezifischer MHC-Molekülen gezeigt werden, dass eine 
hohe Frequenz von Antigen-spezifischen T-Zellen bei den vakzinierten Melanompatienten 
vorhanden war, jedoch nicht alle dieser Zellen aktivierbar waren. Die hohe Zytotoxizität, die 
von den reaktiven Antigen-spezifischen T-Zellen in vitro gezeigt wurde, könnte in vivo durch 
suppressive Faktoren aus dem Tumor unterdrückt worden sein. Gleichfalls problematisch für 
die Bekämpfung des Tumors ist die Tumorgröße. Genauso wie bei der Peptid-Vakzination, 
war die Patientengruppe, die mit der Hybridzell-Vakzine behandelt wurden, in einem 
fortgeschrittenen Krankheitsstadium. Auch hier liegt die Vermutung nahe, dass trotz einer 
hohen Anzahl an Tumor-spezifischen T-Zellen die Tumormasse dadurch nicht erheblich 
reduziert werden kann.  
 
5.5 Antigen-spezifische T-Zellen bei unbehandelten Melanompatienten 
Bei drei der sechs  Melanompatienten, die noch keine Therapie erhalten hatten, wurde eine 
hohe Anzahl von Antigen-spezifischen T-Zellen im Tumor identifiziert, jedoch nicht im 
peripheren Blut. Anhand der immunhistologischen Färbungen zeigte sich, dass das T-
Zellinfiltrat am Rande der Tumorareale lokalisiert war. Auch hier liegt die Vermutung nahe, 
dass immunsuppressive Substanzen aus dem Tumor oder Anergiemechanismen die Aktivität 
der Tumor-spezifischen T-Zellen hemmen können. Jedoch könnten auch regulatorische 
Mechanismen in der Entwicklung der anti-Tumorantwort eine Rolle spielen. Die meisten 
Tumorantigene sind körpereigene, nicht-mutierte Proteine und T-Zellen die gegen diese 
Proteine eine Reaktivität zeigen, wurden sowohl bei Tumorpatienten als auch bei gesunden 
Personen gefunden (Smyth et al., 2001). Beobachtungen an spontanen Tumorregressionen 
oder erfolgreichen Immuntherapien zeigten in einigen Fällen das Auftreten von 
Autoimmunreaktionen (z. B. Vitiligo bei Regression von Melanomen). Folglich ist eine Anti-
Tumorantwort mit einer Auto-Immunantwort eng verknüpft. Kürzlich veröffentlichte Daten 
zeigen, dass bestimmte regulatorische T-Zellen wie NKT Zellen und CD25+CD4+ T-Zellen 
eine Auto-Immunantwort verhindern und durch indirekte Interaktionen mit CTL bei 
Tumorpatienten auch Reaktionen gegen Tumoren unterdrücken (Terabe et al., 2000; 
Kuniyasu et al., 2000).  
Melan A/MART-1 spezifische CD8+ T-Zellen wurden von Pittet und Kollegen in einer 
Frequenz von bis zu 0,07% bei gesunden Kontrollpersonen mittels tetramerer MHC-
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Molekülen gefunden (Pittet et al., 1999). Die Frequenz Melan A/MART-1-spezifischer T-
Zellen im peripheren Blut von Melanompatienten lag mit 0,1% bei diesen Untersuchungen in 
einem ähnlichen Bereich. Die phänotypischen Untersuchungen zeigten, dass diese Zellen in 
den gesunden Probanden im Gegensatz zu den Melan A/MART-1-spezifischen Zellen in 
Melanompatienten einen naiven Phänotyp aufwiesen. Hingegen waren mit der Expression 
von IFNg, Perforin, einer niedrigen CD45RA-Expression und dem Verlust von CCR7 diese 
Zellen in den Tumorpatienten einem differenzierten Effektortyp zuzuordnen (Pittet et al., 
2002). Hiermit wird hervorgehoben, dass bei Zellen, die spezifisch für ein körpereigenes 
Antigen sind in Tumorpatienten die natürliche Ignoranz dieser Zellen durchbrochen werden 
kann und eine Reaktion gegen Tumorzellen, die dieses Antigen exprimieren, ermöglicht 
werden kann.  
 
Generell zeigten die Frequenzanalysen bei unbehandelten Melanompatienten, dass auch zu 
Beginn der Erkrankung Antigen-spezifische T-Zellen im Tumor vorhanden sind und diese 
Zellen potentiell aktivierbar sind. Für die Behandlung der Tumorpatienten wäre es  demnach 
vorteilhafter eine Immuntherapie zu erhalten bevor Anergiemechanismen von Seiten des 
Tumors die spezifischen T-Zellen beeinflussen können.  
  
Für eine effiziente Tumorbekämpfung sollten möglichst alle regulatorischen und 
suppressiven Mechanismen des Immunsystems und des Tumors in Betracht gezogen 
werden. Eine erfolgreiche Immuntherapie sollte durch stimulierende Signale den Tumor für 
das Immunsystem „sichtbar“ machen, in dem die Toleranz des Immunsystems gegenüber 
autologen Tumorantigenen durchbrochen wird. In der Literatur wird häufig über die 
Notwendigkeit eines sogenannten „danger“ Signals diskutiert, das zur Aktivierung des 
Immunsystems führt (Fuchs et al., 1996). Für die Auslösung einer Immunantwort gegen den 
Tumor können unspezifische, körperfremde Stimuli in Zusammenhang mit Tumor-
spezifischen Antigenen eine optimale Kombination bilden und zur Durchbrechung der 
Toleranz gegen Tumorantigene führen. Die in der vorliegenden Arbeit bei Melanompatienten 
eingesetzten Vakzinationstherapien zeigen, dass sowohl die Peptid-Vakzination in 
Kombination mit Recall-Antigenen als auch die Hybridzell-Vakzination zumindest zur 
Stabilisierung des Krankheitszustandes bei den behandelten Patienten führte. Bei einem 
Patienten wurde nach Hybridzell-Vakzination eine komplette Remmission der noch 
vorhandenen Metastasen beobachtet.  
 
5.6 Bedeutung der Frequenzanalyse Antigen-spezifischer T-Zellen  
Die gezielte Entwicklung von Vakzinationsstrategien bei Krebs erfordert die genaue 
Untersuchung des Immungeschehens bei Tumorpatienten auf zellulärer und molekularer 
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Ebene. Insbesondere gilt es Tumor-spezifische zytotoxische T-Zellen zu identifizieren und 
hinsichtlich ihrer Frequenz, ihres Phänotyps, ihres physiologischen Zustands und ihres 
Reaktionsvermögens zu untersuchen, um das Verhältnis zwischen Tumor und Immunsystem 
zu verstehen und die Effekte eines Immuntherapieansatzes zu analysieren. Mit der Analyse 
reaktiver CTL können die Chancen einer Immuntherapie eingeschätzt und die Effizienz der 
Therapie im Verlauf evaluiert werden. Die Quantifizierung von Antigen-spezifischen T-Zellen 
ist mit der Identifizierung Tumor-assoziierter Antigene und entsprechender T-Zellepitope und 
der Entwicklung von neuen Analyseverfahren wesentlich verbessert worden. In der 
vorliegenden Arbeit wurden bei der Mehrzahl der untersuchten Melanompatienten sowohl im 
peripheren Blut als auch im Tumor mit Hilfe der Durchflusszytometrie Antigen-spezifische T-
Zellen nachgewiesen.  
 
Bisher wurden verschiedene Arten der Frequenzbestimmung von Antigen-spezifischen T-
Zellen angewandt. In Abhängigkeit von der verwendeten Technik reflektieren sie die 
Frequenz in vivo mehr oder weniger gut. In früheren Arbeiten wurden vor allem Limiting 
Dilution assays (LDA; Coulie et al., 1992) oder ELISPOT-Techniken (eng., enzyme linked 
immunospot; Pass et al., 1998) als Maß für die Frequenz von spezifisch-reagierenden T-
Zellen benutzt. Beide Verfahren basieren auf der Kultivierung der zu untersuchenden Zellen 
für einen Zeitraum von mehreren Tagen bis zu mehreren Wochen und sind stark von der 
Aktivierbarkeit der Zellen abhängig. Es besteht daher die Gefahr, dass durch die 
Kultivierungsphase Veränderungen in den Zellen hervorgerufen werden, die Rückschlüsse 
auf die in vivo Situation verfälschen. Eigene Erfahrungen zeigten, dass die 
Kulturbedingungen (z.B. die verwendete FCS-Charge, IL-2) einen starken, 
antigenunabhängigen Einfluss auf die Frequenzbestimmung und die Expression bestimmter 
Oberfächenmarker haben. So exprimierten, für einen längeren Zeitraum mit IL-2 kultivierte T-
Zellen auch ohne Antigen-Stimulation die Marker CD45RO, CD25, CD69 und CD44.   
 
Die Entwicklung von tetrameren MHC-Molekülen hat zum ersten Mal Frequenzanalysen 
ermöglicht, die ein reales Abbild der in vivo vorkommenden Antigen-spezifischen T-Zellen 
geben (Altmann et al., 1996). Diese Moleküle werden mit spezifischen Peptiden beladen und 
analog zu Antikörpern für die Färbung von Zellen eingesetzt. Die fluoreszenz-markierten 
MHC-Peptid-Komplexe binden an den entsprechenden T-Zellrezeptor und ermöglichen die 
Bestimmung der Tetramer-gefärbten Zellen am Durchflußzytometer. Da die Zellen nicht 
kultiviert werden müssen, sondern direkt nach der PBMC-Isolation untersucht werden, 
reflektieren sie die Frequenz der spezifischen T-Zellen in der Testquelle. Tan und Kollegen 
konnten bei dem Vergleich von drei verschiedenen Techniken (LDA, ELISPOT und 
tetrameren MHC-Molekülen) bei gleichen Ausgangsproben Frequenzunterschiede von bis zu 
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1:40 ermitteln (Tan et al., 1999); im Durchschnitt lag die Frequenzbestimmung mit 
tetrameren MHC-Molekülen 4,4-fach bzw. 23,3-fach höher als mit der ELISPOT- bzw. der 
LDA-Technik. Die mit Tetrameren bestimmten Frequenzen liegen damit deutlich höher als 
die mit den bislang verwendeten Verfahren bestimmten Zahlen. Ähnliche Ergebnisse wurden 
auch in Untersuchungen bei akuten Virus-Infektionen erzielt. Murali-Krishna und Mitarbeiter 
(Murali-Krishna et al.,1998) haben bei der Bestimmung Virus-spezifischer T-Zellen mit 
tetrameren MHC-Molekülen 20- bis 100-fach höhere Frequenzen an Virus-spezifischen CD8+ 
Zellen ermittelt als mit der Limiting Dilution Methode. 
 
Frequenzbestimmungen mit tetrameren MHC-Komplexen wurden zuerst bei Virus-infizierten 
Patienten durchgeführt (Altmann et al., 1996). In der Zwischenzeit wurden tetramere MHC-
Peptid-Komplexe auch zur Identifizierung Tumor-spezifischer T-Zellen genutzt (Lee et al., 
1999; Scheibenbogen et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden Melan A/MART-1 
beladene Tetramere bei einem Hybridzell-vakzinierten Melanompatienten eingesetzt. Die 
Frequenzen der identifizierten, für dieses Antigen spezifischen T-Zellen im peripheren Blut, 
lagen mit 10-11% der gesamten CD8+ T-Zellen etwas höher, als die bis jetzt in der Literatur 
berichteten Werte. Der Vorteil von tetrameren MHC-Molekülen ist, dass auch nicht 
aktivierbare, anerge Antigen-spezifische T-Zellen identifiziert werden können.  
 
Zur Bestimmung der Frequenz aktiver, Antigen-spezifischer T-Zellen wurde in dieser Arbeit 
die Strategie von Kern und Kollegen, der Epitop-Kartierung bekannter Antigene (Kern et al., 
1998), im Tumormodell etabliert. Die Inkubation von T-Zellen aus dem peripheren Blut oder 
aus Tumoren von Melanompatienten mit Melanom-spezifischen T-Zellepitopen erfolgt zwar 
unter Kulturbedingungen, aber bereits nach 5-6 h werden die Zellen auf spezifisch 
produzierte Zytokine analysiert, so dass negative Einflüsse der Kultur minimiert werden. Die 
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigten, dass für das 
Melan A/MART 126-35 Epitop der größte Teil der Tetramer positiven T-Zellen auch 
IFNg  produzieren konnte. Im Gegensatz dazu waren für das Melan A/MART 127-35 Epitop nur 
ein Fünftel der Tetramer positiven T-Zellen aktivierbar.  
 
Mit dem Verfahren der intrazellulären IFNg-Färbung wurden die T-Zellen identifiziert, die 
funktionelle Kapazität besitzen und nach spezifischer Stimulation IFNg produzierten. 
Insbesondere in der Tumorsituation sind funktionelle Defekte und reduzierte funktionelle 
Kapazität von Tumor-spezifischen T-Zellen beschrieben worden. Solche Zellen lassen sich 
nicht im funktionellen Test über den Nachweis der IFNg-Produktion nachweisen. Der Einsatz 
von tetrameren MHC-Molekülen, die mit spezifischen Peptiden beladen sind, ermöglichte es, 
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solche Zellen zu identifizieren, die spezifisch für das entsprechende Epitop sind, aber nicht 
reagieren können. Für eine Aussage, sowohl über die Frequenz als auch über die 
funktionelle Kapazität der spezifischen T-Zellen, ist eine Kombination beider Verfahren 
notwendig.  
 
Die bislang veröffentlichten Daten über Antigen-spezifische T-Zellen bei Tumorpatienten sind 
Ergebnisse, die meist bei Untersuchungen von einzelnen Patienten gewonnen wurden. 
Umfassende phänotypische und funktionelle Untersuchungen der Antigen-spezifischen 
T-Zellen von Tumor-Patienten, kombiniert mit ex vivo funktionellen Studien, sind bislang 
ebenfalls nur vereinzelt berichtet worden. Des weiteren ist die systematische Analyse  von 
Immuntherapieansätzen in dieser Hinsicht bislang unzureichend. Um die weltweit bei 
Tumorpatienten eingesetzten Immuntherapien auf ihre Effizienz untereinander vergleichbar 
zu machen, wären einheitliche Methoden in der Frequenzbestimmung von Antigen-
spezifischen T-Zellen als immunologische Antwort auf die Therapie notwendig.   
 




In der vorliegenden Arbeit wurde die Frequenz der Tumor-spezifischen T-Zellen bei 
Melanompatienten unter Immuntherapie untersucht sowie der Phänotyp und die 
Funktionalität dieser Zellen analysiert.  
 
Für die Induktion einer spezifischen Immunantwort wurden zwei unterschiedliche 
Vakzinationsansätze konzipiert: eine nicht-zelluläre Vakzine aus Melanom-assoziierten 
Peptiden in Kombination mit ubiquitären Recall-Antigenen, wodurch entsprechende CD4+ T-
Zellen in ihrer Helferfunktion die Peptid-spezifischen CTL unterstützen sollten, sowie eine 
zelluläre Vakzine aus Hybridzellen, die durch die Fusion von autologen Tumorzellen mit 
allogenen dendritischen Zellen generiert wurden. Die Evaluation der Therapien erfolgte 
sowohl über klinische Parameter als auch über die Untersuchung der spezifischen 
Immunreaktion der Patienten. Für letztere wurden die Frequenzen der Peptid-spezifischen 
CTLs und der Helfer-Antigen-spezifischen CD4+ T-Zellen im peripheren Blut der behandelten 
Patienten bestimmt. Der Nachweis erfolgte mittels intrazellulärer IFNg-Färbung nach 
Restimulation der PBMCs mit den entsprechenden Peptiden bzw. Antigenen und 
anschließender FACS-Analyse zur Ermittlung der Frequenzen spezifisch reagierender T-
Zellen. Es wurden zwei HLA-A1 restringierte Peptide der Melanom-assozierten Antigene 
MAGE-1 und MAGE-3 sowie 9 HLA-A2 restringierte Peptide der Antigene MAGE-3, 
Melan A/MART-1, Tyrosinase und gp100 verwendet.  Vor der Vakzination wurde das 
Tumormaterial der Patienten immunhistologisch auf das Vorkommen der Tumor-Antigene 
untersucht. 
Bei der Peptid-Vakzinationsstudie wurden vier Melanompatienten im Krankheitsstadium IV 
mit Melanom-assoziierten Peptiden in Kombination mit Helfer-Antigenen vakziniert. Als T-
Helfer-Antigene dienten die Recall-Antigene aus dem Merieux-Test™. Die Recall-Antigene, 
auf die die Patienten in einem Stempeltest vor Beginn der Therapie eine Reaktion zeigten, 
wurden zusammen mit den Melanom-Peptiden intrakutan injiziert. Bei einem der vier 
Patienten wurde ein 7facher Anstieg der Frequenz der Proteus-spezifischen T-Zellen im 
peripheren Blut nach Vakzination mit diesem Antigen festgestellt, während die Frequenz der 
Tuberkulin-spezifischen T-Zellen unverändert blieb. Bei den anderen Patienten konnten 
keine T-Helferantigen spezifischen T-Zellen im peripheren Blut detektiert werden. Die 
Frequenz der Peptid-spezifischen CD3+/CD8+ IFNg-produzierenden T-Zellen lag im 
peripheren Blut nach Vakzination zwischen 0,01 und 1,25% bezogen auf die gesamte 
CD3+/CD8+-Population. Bei drei der vier Patienten zeigte sich eine Korrelation zwischen 
Expression von Tumorantigenen im untersuchten Tumormaterial und Frequenz der Peptid-
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spezifischen T-Zellen im peripheren Blut nach Vakzination. Es konnte jedoch keine 
Korrelation mit dem klinischen Zustand der Patienten gefunden werden.  
Mit der Hybridzell-Vakzine wurden sechs Melanompatienten im Krankheitsstadium III und IV 
behandelt. Durch diese Therapie konnte bei einem Patienten eine komplette Remission 
erzielt werden. Drei Patienten zeigten eine Stabilisierung der Krankheit über mehrere Monate 
und zwei Patienten waren progredient. Die Frequenzwerte der reaktiven Peptid-spezifischen 
T-Zellen im peripheren Blut lagen bei diesen Patienten nach Vakzination zwischen 0,01% 
und 6,5% bezogen auf die gesamten CD3+/CD8+ T-Zellen. Die induzierte Immunantwort 
korrelierte jedoch nicht mit dem klinischen Zustand der Patienten. Auffällig war im Falle der 
vollständigen Tumorregression die hohe Expression von Tumorantigenen im Tumor und die 
hohe Frequenz voraktivierter CD3+/CD8+ T-Zellen im peripheren Blut.  
Bei zwei Patienten erfolgte eine phänotypische Charakterisierung zirkulierender Peptid-
spezifischer T-Zellen kombiniert mit tetramerisierten, Peptid-beladenen MHC-I-Molekülen 
und funktionellen Analysen. Es konnte gezeigt werden, dass nicht alle Tumor-spezifischen T-
Zellen aktivierbar waren. Die Färbung mit den Melan A/MART 126-35 –beladenen tetrameren 
MHC-Molekülen ergab, dass bei einem Patienten 10% der CD3+/CD8+ T-Zellen positiv für 
dieses Peptid waren. Jedoch konnten nur 50% dieser Zellen nach Peptid-Stimulation IFNg 
produzieren. Für das Peptid Melan A/MART 127-35 waren 11% der CD3+/CD8+ T-Zellen 
spezifisch und nur ein Fünftel davon waren aktivierbar.  
Sowohl die aktivierbaren Peptid-spezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut als auch die 
aus dem Tumor zeigten eine hohe lytische Kapazität im 51Cr-Freisetzungsversuch. Diese 
Zellen exprimierten Perforin, den Aktivierungsmarker CD69 und CD44. Sie konnten einem 
enddifferenzierten Zelltyp mit Effektorfunktion zugeordnet werden. Die Peptid-spezifischen 
CD3+/CD8+ T-Zellen waren partiell positiv für CD45RA, exprimierten den NK-Zellmarker 
CD57, den KIR-Marker CD94 und waren negativ in der Expression von CD28, CD27, 
CD45RO und Ki67. 
Interessanterweise wurden bei drei der sechs untersuchten, unbehandelten 
Melanompatienten hohe Frequenzen an Peptid-spezifischen T-Zellen im Tumor (bis zu 2,8% 
der CD3+/CD8+ T-Zellen) gemessen, jedoch nicht im peripheren Blut. Diese Ergebnisse 
verdeutlichen noch mal, dass Frequenzanalysen Antigen-spezifischer T-Zellen idealer weise 
im Tumor, peripheren Blut und Lymphknoten durchgeführt werden müssten. Für eine 
Aussage, sowohl über die Frequenz als auch über die funktionelle Kapazität der spezifischen 
T-Zellen, ist eine Kombination der intrazellulären IFNg-Messung mit der Tetramer-Färbung 
notwendig. Die Anwendung dieser Technik wäre für die Standardisierung der Evaluation von 
Immuntherapien hilfreich.  
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Abbildung 2: Immunhistologische Färbung des CD4-Infiltrates in der Injektionsstelle der Peptid-
Vakzine bei Patient HIG, 40x 
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Abteilung Dermatologie des Universitätsklinikums Charité Berlin, im 
Rahmen der Forschergruppe „Tumoren der Haut“. Thema: „Analyse der 
Tumor-spezifischen T-Zellen bei Melanompatienten unter 
Immuntherapie“.  
04/01 – 08/01 Wissenschaftliche Mitarbeiterin im Deutschen 
Rheumaforschungszentrum, Berlin, in der Arbeitsgruppe Dr. 
Riemekasten/Prof. Hiepe, Thema: Charakterisierung von autoantigen-
spezifischen T-Zellen beim SLE durch das pathogenetisch bedeutsame 
SmD183-119 Peptid 
09/01 – zur Zeit Wissenschaftliche Mitarbeiterin in der Abteilung Zellbiologie der Firma 
metaGen Pharmaceuticals GmbH 
 
